Abstract of European Patent Application 0 239 425 

(54) Title: Type HIV-2 retrovirus susceptible of causing AIDS, and its antigen and 
nucleic components. 

(57) The invention concerns a new variety of retrovirus called HIV-2, samples of which 
were filed at the ECACC under the numbers 87.01.1001 and 87.01.1002, and at the 
NCIB under the numbers 12.398 and 12.399. It also concerns antigens susceptible of 
being obtained from this virus, in particular proteins p12, p16, p26 and gp140. These 
different antigens can be used to diagnosis the disease, especially by coming in contact 
with a serum of the patient on whom the diagnosis must be performed. It concerns 
immunogenic compositions that contain, more particularly, the sp140 glycoprotein. 
Lastly, it involves nucleotide sequences derived from the RNA of HIV-2 that can be 
used, in particular, as hybridization probes. 
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@_L'lnvantlon co nceme une noiwe tl e variet e de J*""*"* 

denommes HIV*, dont *» fc ^"^^m i^tlla 
I'ECACC sous les numeros 87.01.1001 et 87.01.1002 eta la 
NCIBsouslesnumeros 12.398 et 12.399. Elle conceme auss, 

les antlgenes susceptib.es d'etre obtenus | « 
enparticulierdesprotelne S p12.p16.p26etgp140Cesd^6- 

«nte antlgenes sent applicab.es au diagnostic , * M, 
notammentparmlse en contact «««'M««« B « tam ***« 
lequel le diagnostic dolt fltre effectue. Ble ceiim*i «m- 
positions Itnmunogenes contenant plus parocuhirement la 
glycoprotein sp140. Elle concerne enfin des sequences 
micleotldiques. utilisables notamment en tant que sondes 
d'hybridation, derivees de I'ARN de HIV-2. 
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Retroviru s du type HIV- 2 susceptible de provocruer le SIDA. 
ses constituants antiaenicrues et nucieiaues. 

L' invention est relative & une nouvelle classe de 
virus, ayant la capacity de provoquer des lymphadenopa- 
thies susceptibles d'etre relay6es ensuite par le syndrome 
d ' immuno-def icence acquis e (SIDA) chez l'homme. L* inven- 
tion concerne egalement des antig£nes susceptibles d'fetre 
reconnus par des anticorps induits chez 1 1 homme par cette 
nouvelle classe de virus. Elle concerne egalement les an- 
ticorps induits par des antigenes obtenus & partir de ces 
virus . 

Cette invention concerne, en outre, des sequences 
d'ADN clon<§ soit pr^sentant une analogie de sequence, soit 
une complementarity avec 1 1 ARN g6nomique du virus pr6cit6. 
Elle concerne aussi des proc£d£s de preparation de ces 
sequences d'ADN clone. 

L 1 invention est egalement relative & des polypep- 
tides contenant des sequences d 'amino-acides cod6es par 
les sequences d'ADN clone. 

De plus, 1' invention concerne des applications de 
ces antigenes au diagnostic in vitro chez l'homme de po- 
tentiality de certaines formes du SIDA et, en ce qui con- 
cerne certains d'entre eux, k la production de composi- 
tions immunogdnes et de compositions vaccinantes contrfe ce 
retrovirus. De m&me 1' invention concerne les applications 
aux m£mes fins des susdits anticorps et, pour certains 
d'entre eux, leur application & la production de principes 
actifs de medicaments contre ces SIDAS humains. 

L' invention concerne enfin 1 1 application des se- 
quences d'ADN clone et de polypeptides obtenus A partir de 
ces sequences comme sondes dans des kits de diagnostic. 

L'isolement et la caracterisation d'un premier 
retrovirus, d6nomm6 LAV, dont avait et6 reconnue la 
responsabilite dans le devel ppement du SIDA, a fait 
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1" ob jet d'une description dans un article de F. BARRE- 
SINOUSSI et al des 1983 (Science, vol. 220, n # 45-99, 20, 
p. 868-871- L' application au diagnostic de la presence 
d'anticorps contre le virus de certains extraits de ce 
dernier, et plus particuliSrement de certaines de ses 
proteines, a 6te plus sp6cialement d6crite dans la demande 
de brevet europ6en . n' 138.667. Depuis r d'autres souches 
similaires et des variants du LAV ont 6t6 isol6s. On 
rappellera pour memoire ceux connus sous les designations 

HTLV-III et ARV. 

En application des nouvelles regies de nomencla- 
ture publi6es dans Nature, en mai 1986, les retrovirus 
susceptibles d'induire chez l'homme les susdites lympha- 
denopaties et le SIDA, seront d6sign6s globalement par 
"HIV", abr6viation de 1' expression anglaise "Human im- 
munodeficiency Virus" (ou virus d ' immunodef icience humai- 
ne) . Le sous-ensemble des retrovirus formSs par LAV et de 
ces variants a initial ement 6t6 d6sign6 par les expres- 
sions "LAV type I" ou "LAV-I". Le m£me sous-ensemble sera 
dfesigne ci-apr6s par la designation HIV-1, etant entendu 
que 1' expression LAV sera encore conserv6e pour designer 
celle parmi les souches de retrovirus (notamment LAAV, 
IDAV-1 et IDAV-2) appartenant & la classe des virus HIV-1 
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decrite dans la susdite demande de brevet europ6en 
138.667, qui a 6t6 utilis6e dans les essais comparatifs 
d6crits plus loin, a savoir LAV BR[jr qui a 6t6 d6posee & la 
Collection des Cultures Nationales de Microorganismes 
(CNCM) de I'Institut Pasteur de Paris, France, le 15 
Juillet 1983, sous le n # 1-232. 

Le nouveau retrovirus faisant l'objet du present 
brevet et les souches de virus qui en sont proches et qui, 
comme lui sont susceptibles de se multiplier dans des 
lymphocytes humains, anterieurement appeiees "LAV type II" 
ou "LAV II" sont d6sormais appeie s "HIV-2", etant entendu 
qu les designations de certains isolats de HIV-2 decrits 
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plus loin seront suivies des trois lettres faisant 
reference aux malades k partir desquels ils ont 6t6 iso- 
16s. 

On peut d6finir 1' ensemble "HIV-2" comme un en- 
semble de virus ayant in vitro un tropisme pour des lym- 
phocytes T4 humains, et qui ont un effet cytopathogdne & 
l'6gard de ces lymphocytes, lorsqu*ils s'y multiplient, 
pour alors causer soit des poly-ad6nopathies g6n6ralis6es 
et persistantes, soit un SIDA. Les retrovirus HIV-2 se 
sont r6v6ies distincts des virus de type HIV-1 dans les 
conditions 6voqu6es plus loin. Comme ces dernier s, ils 
sont distincts des autres retrovirus humains d6j& connus 

(HTLV-I et HTLV-II). 

Bien qu'il y ait une assez grande variability g6- 
nfitique du virus, les diff6rentes souches HIV-1 isoiees £ 
ce jour, 4 partir des malades amfericains, europ6ens, hai- 
tiens et africains ont en commun des sites antig6niques 
conserves sur leurs principales prot6ines : proteine du 
noyau (core) p25 et glycoprotfiine d'enveloppe gp110 et 
proteine transmembranaire gp41-43. Cette parent^ permet 
par exemple k la souche prototype LAV d'etre utilis6e 
comme souche d'antigenes pour la detection d'anticorps 
contre tous les virus de la classe HIV-1, chez toutes les 
personnes qui les portent, quelle que soit leur origine. 
Cette souche est done utilis6e actuellement pour la 
detection d'anticorps anti-HIV-1 chez les donneurs de sang 
et les malades par les techniques d' immunofluorescence, 
notamment par les techniques dites ELISA, "Western Blot" 
(ou immuno-empreintes ) et "RIPA" abr6viation anglaise de 
"Radio Immunoprecipitation Assay" (test de radio-immuno- 
precipitation) . 

Cependant dans une etude s6rologique effectu6e 
avec un lysat de HIV-1 sur des malades originaires de 
l'Afrique de I'Ou st, il a 6t6 observe que certains 
d'entre eux donnaient des r6acti ns seronegatives ou trds 
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faiblement positives, alors qu'ils presentaient les signes 
cliniques et immunologiques du SIDA. 

C'est 4 partir des lymphocytes mis en culture de 
l'un de ces malades, que l'on a isoie un premier retro- 
virus HIV-2, dont la structure en microscopie eiectronique 
et le profil des prolines en gel d 1 61ectrophor&se SDS ont 
une similitude avec ceux de HIV-1. Mais ce nouveau retro- 
virus HIV-2 ne pr£sente globalement qu'une faible parente 
avec HIV-1, tant du point de vue de 1'homologie antigeni- 
que de ses proteines que de l'homologie de son materiel 
g£n§tique. 

Ce nouveau retrovirus ou des retrovirus ayant des 
propri6t6s antig6niques et immunologiques 6quivalentes , 
peuvent done constituer des sources d'antig^nes pour le 
diagnostic de 1' infection par ce virus et des variants qui 
induisent un SIDA, du type de celui que l'on avait observe 
pour les premieres f ois chez des malades af ricains ou des 
personnes ayant s6journ6 en Afrique. 

Le premier isolement de ce virus a 6t6 realise A 
partir du sang, preieve sous h6parine f d'un malade de 28 
ans, het6rosexuel, qui n' avait jamais 6t6 transfuse et qui 
n*6tait pas toxicomane. II presentait depuis 1983 une 
importante diarrh6e chronique, un amaigrissement important 
(17 kg) avec de~lar~fievre par intermittence . Plus recent - 
ment il avait pr6sente des infections & Candida et 
Serratia, dont une candidose oesophagienne, typique du 
SIDA. 

Ce patient pr6sentait 6galement une anemie, une 

anergie cutanee, une lymphop6nie r un rapport lymphocytes 

T4/ lymphocytes T8 de 0,15, avec un taux en lymphocytes T4 

3 

inferieur & 100 par mm de serum. Ses lymphocytes en 
culture ne r6pondaient pas k la stimulation par la phyto- 
hemoglutinine et la concanavaline A. On a egalement 
diagnostique chez ce malade des bacteriemies recurrent s 
dues & £. enteriditis . des cryptosporidioses, des 
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infections dues & Isosnora belli et des toxoplasmoses 
c£r6brales . 

L' ensemble de ces signes t£moignait des sympt&mes 
"complexes li6s au SIDA" ou "ARC" (abr6viation anglaise de 
•AIDS Related Complex"), du type de ceux causes par le vi- 
rus HIV-1. Ces diff€rentes observations gtaient ggalement 
conformes aux crit&res apliqu£s par le Centre de Contrfcle 
des Maladies (Center of Disease Control ou CDC) d 'Atlanta, 
Etats-Unis. 

La mise en culture des lymphocytes de ces jaalades 

et l'isolement du rfitrovirus ont 6t6 effectu6s selon la 

technique d6j4 d6crite pour l'isolement du HIV-1 (1) dans 

l 1 article de BARRE-SINOUSSI et Coll. et la demande de 

brevet europ6en n # 84 401834/0 138 667. On les rappelle 

bri&vement ci-aprds. Des lymphocytes stimulus pendant 3 

jours par de la phytoh6magglutinine (PHA) ont 6t6 cultiv6s 

en milieu de culture RPM1- 16-40 additionng de 10 \ de 

- 5 

s£rum de veau foetal et de 10 M p-mercapto6thanol, 
d'interleukine-2 et de s6rum anti-interf 6ron a humain. 

La production de virus a 6t6* suivie par son acti- 
vity transcriptase inverse, Dans le surnageant de culture, 
le pic d' activity virale est apparu entre le 14£me et le 
22£me jour, puis a diminu€. Le d£clin et la mort de la 
culture cellulaire ont suivi. Comme avec le HIV-1, des 
coupes de lymphocytes infect6s par HIV-2 r6v£lent en 
microscopie 61ectronique des virions parvenus & maturity 
et des particules virales bourgeonnant & la surface des 
cellules infect6es. Les lign£es cellulaires utilis£es pour 
r£aliser les cultures de ces virus isol£s peuvent fetre 
selon les cas, les lign£es cellulaires du type HUT, CEM, 
MOLT ou de toute lignee lymphocytaire immortalis£e portant 
des r£cepteurs T4. 

Le virus a ensuite £t£ propag£ sur -des cultures de 
lymphocytes de donn urs de sang, puis sur des lignSes con- 
tinues d'origine leucfimique, telles que HUT 78. II a 6t6 
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caract6ris6 comme 6tant sensiblement distinct du HIV-I par 
ses antig&nes et son acide nucl&ique. Le virus a 6t6 pu- 
rifi6 comme decrit dans les documents ant£rieurs dejd men- 
tionn&s. Un premier isolat de ce virus a 6t6 d£pos£ & la 
C.N. CM. le 19 d6cembre 1985, sous le n # 1-502. II a 6t6 
d€sign6 post£rieurement sous le nom LAV-II MIR. Un second 
isolat a &te d6pos€ & la C.N, CM le 21 fgvrier 1986 sous 
le n* 1-532. Ce second isolat a pour nom de r6f&rence LAV- 
II ROD. II sera quelquefois fait s implement r6f£rence plus 
loin r & MIR ou d ROD. 

D'une fagon g€n€rale 1* invention concerne tout 
variant des virus precedents ou tout virus Equivalent (par 
exemple tel que HIV-2 IRMO et HIV-2 EHO d6pos6s 4 la CNCM 
le 19 D6cembre 1986 sous les numeros 1-642 et 1-643 res- 
pec tivement) contenant des protfiines de structure qui 
presentent les mfemes propri6t6s immunologiques que celles 
des virus HIV-2 deposes & la CNCM sous les numeros 1-502, 
ou 1-532, II sera encore revenu plus loin sur les defini- 
tions crit^res d 1 Equivalence . 

L 1 invention concerne encore un procEdd de pro- 
duction du virus HIV-2 ou de variants de celui-ci dans les 
lignees eel lul aires permanentes d&riv&es de lymphocytes 
T4, ou portant le phenotype T4 f ce proc£d£ consistant & 
cultiver ces lignees pr&alablement inf ectees avec le virus 
HIV-2, et notamment lorsque le niveau d* activity de la 
transcriptase inverse (ou reverse-transcriptase) a atteint 
un seuil - determine, 4 r£cup£rer les quantises de virus 
liberies dans le milieu de culture. 

Une lignee permanente pr£f£ree en vue de la 
culture de HIV-2 est, par exemple, du type cellules HUT 
78. Une lignee de HUT 78, infectee par HIV-2, a 6te 
d£pos£e le 6 f6vrier 1986 a la CNCM sous le n # 1-519. La 
culture est, par xemple, r&alis£e comme suit : 

Les cellules HUT 78 (10 6 /ml) sont mises en c cul- 
tures avec des lymphocytes humains n rmaux infect6s 



0239425 



7 

(10 6 /ml). Le milieu de culture est du RPMI 1640 avec 10\ 
de serum de veau foetal. Au bout de 15 a 21 jours, on 
observe un effet cytopathogene des cellules HOT 78. On 
dose la reverse transcriptase une semaine apres cette ob- 
servation, dans le surnageant de culture. On peut alors 
commencer a recuperer le virus a partir de ce surnageant. 

Une autre lignee preferee pour la culture appar- 
tient aux lignees des cellules connues sous la designation 
CEH. 

L' infection, puis la culture des cellules CEM in- 
fectees peuvent notamment etre realisees comme suit. 

On procede a la coculture de lymphocytes T4 prea- 
lablement infectes avec le virus HIV-II et de cellules non 
infectees de la lignee CEM pendant le temps necessaire a 
1' infection des CEM. On poursuit d'ailleurs ensuite les 
conditions de culture dans un milieu approprie, par 
exemple celui decrit ci-apres et, lorsque l'activite 
transcriptase inverse des cellules infectees a atteint un 
niveau suffisant, on recupere le virus produit a partir du 
milieu de culture. 

On a notamment realise une co-culture dans les 
conditions precisees ci-apres de lymphocytes T4 humains 
qui avaient ete infectes cinq jours auparavant avec une 
souche de virus HIV-II provenant d'un patient designe 
ci-apres "ROD", d'une part, et de CEM, d'autre part. 

Les lymphocytes T4 infectes, prealablement actives 
par la phytohemaglutinine , se sont reveles poss6der une 
activite de transcriptase inverse de 5 000 cpm/10 
lymphocytes T normaux trois jours apres le d6but de 
1' infection. La culture a ete poursuivie jusqu'a ce que 
1 ' activity transcriptase inverse mesuree ait atteint 
100 000 cpm dans le surnageant. Ces lymphocytes T4 ont 
alors ete mis en contact avec les cellules CEM (3.10 
lymphocytes T normaux infectes) et incub6es dans le milieu 
de culture suivant : RPMI 1640 contenant 2,92 mg/ml de L 
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glutamine, 10 % de s6rum de veaux foetal d£compl6ment6, 
2 |ig/ml de polybrSne, 0,05 % de s£rum anti-interf 6ron- 
alpha, 100 000 pg/ml de p£nicilline, 10 pg/ml de strep- 
tomycine et 10 000 pg/ml de n&omycine. 

Le milieu de culture est chang& deux f ois par 

semaine. 

Les mesures d* activity transcriptase inverse 
mesur£e dans le surnageant ont £t& les suivantes : 

- au jour 0 : 1 000 (bruit de fond) 

- au jour 15 : 20 000 
_ au jour 21 : 200 000 

- au jour 35 : 1 000 000 

Une culture CEM inf ect6e par le virus HIV- 2 a 
6te d£pos£e & la Collection Nationale de Culture de 
Micro-organismes de I'Institut Pasteur (C.N. CM) sous le 
n # 1-537 le 24 mars 1986. 

Quelques caract£ristiques des antig£nes et des 
acides nuclSiques, entrant dans la constitution de 
HIV-2, rfesultent des essais realises dans les conditions 
indiquees ci-aprSs. Elles seront souvent mieux appr6- 
ci£es par comparaison avec des caract&ristiques du m&ae 
type se rapportant & d'autres types de r6trovirus, no- 
tamment HIV-1 et SIV. 

1-1 — sera— fait — r6f6rence-dans-ce-qui— suit-aux 



dessins dans lesquels : 

- les figures 1a, 1b et 1c se rapportent & des essais 
d 1 immunopr6cipitation crois£e entre des s&rums 
respectivement de patients infect£s par HIV-1 et HIV-2, 
et de macaques rhesus infect&s avec STLV-III, d'une 
part, et des extraits viraux de HIV-1, d' autre part ; 

- les figures 2a et 2b presentent des r6sultats compara- 
tif s quant aux mobilit£s 61ectrophor6tiques des pro- 
t6ines de HIV-1, HIV-2 et STLV-III respectivement, dans 
des gels de polyacrylamide-SDS ; 

- la figure 3 pr£sente des resultats d'hybridati n 
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croisfee entre des sfequences gfenomiques de HIV-1, HIV-2 
et STLV-III, d'une part, et des sondes contenant 
diffferentes sfequences subgfenomiques du virus HIV-1, 
d' autre part, 

- la figure 4 est une carte de restriction de l'ADNc dfe- 
rivfe de l'ARN de HIV-2 ROD ; 

- la figure 5 est une carte de restriction d'un fragment 
E2 de 1' ADNc dferivfe de HIV-2, ce fragment contenant une 
region correspondant k la rfegion LTR 3' de HIV-2 ; 

- la figure 6 est la sequence nuclfeotidique d'une partie 
de E2, cette sfequence correspondant 4 la rfegion U3/R de 
HIV-2 ; 

- la figure 7 fait apparaitre : 

- d'une part et schfematiquement, des felfements 
de structure de HIV-1 (figure 5A) et, alignfee 
avec une region contenant le LTR 3' de HIV-1, 
la sequence dferivfee de la region E2 de l'ADNc 
de HIV-2 et, 

- d' autre part, les mises en alignement au 
prix d'un certain nombre de dfelfetions et 
d' insertions, des nucleotides communs, 
contenus respectivement dans la sequence 
dferivfee de la rfegion E2 de HIV-2, et dans la 
sequence correspondante de HIV-1 (fig. 5 B) 

- la figure 8 montre schfematiquement les structures de 
plusieurs clones d'un phage X modifife par divers in- 
sferats issus de l'ADNc dferivfe d' HIV-2 (clones R0D4, 
ROD27 et R0D35) ; on y a fegalement reprfesentfe schfemati- 
quement des sfequences dferivfees k leur tour de R0D4, 
ROD27 et R0D35, sous-clonfees dans un plasmide pvc 18, 

| ces derniferes sfequences fetant placfees en correspondance 
avec les rfegions de R0D4, ROD27 et R0D35 dont elles sont 
respectivement issues. 

- la figure 9 fait apparaitre les intensitfes relatives 
d 9 hybridation entre 
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a/ onze fragments pr6lev6s & partir de diffe- 
rences regions du g§nome complet de HIV-1 (sch&aatique- 
ment reprfesent&s dans la partie infferieure de la figure 
d'une part, et l'ADNc de HIV-2 f contenu dans R0D4, 
d 1 autre part, et 

b/ des fragments issus de HIV-II avec le mfeme 

ADNc. 

D'une facron g6n6rale, les antig&nes de HIV-2 
utilises dans les tests comparatifs dont la description 
suit sont issus de la souche de HIV-2 MIR d£pos£e & la 
C.N. CM. sous le n* 1-502, et les sequences d'ADN 
derives de I'ADN genomique de HIV-2 sont issus de la 
souche HIV-2 ROD d6pos6e 4 la C.N. CM. sous le n' 1-532. 

I - ANT T GENES ■ NOTAMMENT PROTEINES ET 
GLYCOPROTEINS 

Le virus initialement cultiv6 dans HUT 78 a 

3 5 

ete marqu6 metaboliquement par la S- cysteine et la 
35 S-m6thionine, les cellules infectees 6tant incub6es en 
presence de ces acides amines radioactif s en milieu de 
culture depourvu de I'acide amin6 non marqu6 corres- 
pondant, pour une period e de 14 £ 16 heures, en parti - 
culier selon la technique dfecrite dans l 1 article r6per- 
tori6 en (21) dans la bibliographie pr6sent6e 4 la fin 
-de— la-description,— pour-ce-qui~est-du-marquage-4-la„ 



35 



S- cysteine. Le surnageant est ensuite clarifife, puis 
le virus ultracentrif ug£ une heure £ 100 000 g sur un 
coussin de 20 % de saccharose. Les principaux antigenes 
du virus sont s6par6s par electrophor^se dans un gel de 
polyacrylamide (12,5 %), dans des conditions dfinaturan- 
tes (SDS) ou dans un gel de polyacrylamide (10 %) + bis- 
acrylamide (0,13 %) avec SDS (0,1 % en concentration 
finale) . On utilise comme poids mol6culaire de r£f 6rence 
les marqueurs color 6s suivants 
BRL : 

myosine : 200 Kd 
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phosphorylase B : 97,4 Kd 

BSA : 68 Kd 

ovalbumine : 43 Kd 

a chymotrypsine : 25,7 Kd 

0 lactoglobuline s 18,4 Kd 

lysozyme : 14,3 Kd 

D'autres marqueurs de poids moleculaires ont ete 
utilises dans d'autres essais. II est en particulier fait 
reference aux figures 1a, 1b et 1c qui renvoient a d'au- 
tres marqueurs de poids moleculaires connus (sous la let- 
tre M. dans ces figures). Les antigenes sont encore mieux 
distingues apres immunoprecipitation (RIPA) ou par 
immunoempreintes (Western blot) en utilisant les anticorps 
presents dans le serum du malade : leurs poids molecu- 
laires apparent s determines par leurs migrations appa- 
rentes sont tres proches de ceux des antigenes du HIV-1 . 

D'une facon generale il est precise que dans ce 
qui suit les nombres qui suivaient les indications "p" 
et/ou "gp" correspondent aux poids moleculaires approxi- 
matifs des proteines et/ou glycoproteins correspondantes 
divises par 1000. Par exemple la p36 a un poids molecu- 
laire de l'ordre de 36 000. II est cependant entendu que 
ces valeurs de poids moleculaires peuvent varier dans un 
intervalle pouvant atteindre 5\, voire 10\ ou m^me plus, 
selon les techniques utilisees pour les determinations de 
ces poids moleculaires . 

La repetition des essais a permis de mieux cerner 
les poids moleculaires apparents des antigenes de HIV- 2. 
Ainsi on a constate que les poids moleculaires des trois 
proteines du noyau (core), auxquelles on avait initiale- 
ment attribue des poids moleculaires de l'ordre de 13.000, 
18.000 et 25.000 respectivement, avaient en fait des poids 
moleculaires apparents plus proches des valeurs suivan- 
tes : 12.000, 16.000 et 26.000, respectivement. Ces pro- 
teines sont ci-apres respectivement designe s par les 
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abr&viations p12, p16 et p26. 

De m£me 1" existence de bandes prot£ine ou glyco- 
protein dont les poids mol£culaires apparents ont 6t6 
appr&ci&s & des valeurs qui pouvaient s a £tager de 32.000 & 
42.000-45.000. La r&pfrtition des mesures a finalement 
permis de pr£ciser une bande correspondant k un poids 
mol6culaire apparent de 36.000. Dans ce qui suit, cette 
bande est d£sign£e par 1 ' abr Aviation p36. Une autre bande 
2l 42.000-45.000 (p42) est constamment observfee aussi. 
L'une ou 1' autre des p36 ou p42 constitue vraisemblable~ 
xnent une glycoprotSine transmembranaire du virus. 

Une glycoprot6ine majeure d'enveloppe ayant tin 

poids moleculaire de 1'ordre de 130-140 Kd est constamment 

observ£e : cette glycoprot6ine est ci-apr6s designee par 

1' expression gp140. II convient de noter que, d'une fagon 

g£n£rale r les poids moldculaires sont appreciSs avec une 

precision de plus ou moins 5 % f cette precision pouvant 

m^me devenir un peu moindre pour les antigenes de haut 

poids moleculaire, comme on l'a constate pour la gp140 

(poids moleculaire de 140 Kd ± 10 %) . L* ensemble de ces 

antigdnes sont peu ou pas reconnus (lorsqu'ils sont 

3 5 

marques par la S-cysteine) par des s&rums de malades 
contenant des anticorps anti-HIV-1 dans les syst&mes de 
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detection utilises au laboratoire ou par utilisation des 
tests mettant en oeuvre des lysats de HIV-1, tels que ceux 
commercialisms par DIAGNOSTICS PASTEUR sous la marque 
"ELAVIA". * Seule la proteine p26 a &t£ faiblement immuno- 
pr^cipitfee par de tels s&rums. La protfeine d'enveloppe ne 
l'a pas <§te. Le serum du malade infect§ par le nouveau 
virus (HIV-2) reconnaft faiblement une proteine p34 du 
HIV-1. Dans le syst£me de detection utilise r les autres 
prot§ines du HIV-1 n'ont pas £t6 reconnues. 

En revanche le HIV-2 poss&de certain s proteines 
presentant une certaine parents immunologique avec des 
proteines ou glycoproteins structurales semblables , 
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s&parables dans des conditions analogues , & partir d'un 
retrovirus recemment isoie 4 partir de singes macaques 
rh6sus captifs, de l'espSce des macaques rh6sus, alors que 
cette parente immunologique tend A s'ef facer pour d'autres 
proteines ou glycoproteines . Ce dernier retrovirus r qui 
est pr6sum6 fetre 1' agent etiologique de SIDAs chez les 
singes, a 6te d£sign6 par les chercheurs qui l"ont isoie 
(references bibliographiques (16-18) ci-aprds) sous 1* ap- 
pellation " STLV " li:E mc " • Pour la commodite du langage, il 
ne sera plus d6signe dans ce qui suit que par 1' expression 
"STLV-III" (ou encore par 1' expression SIV, abr6viation 
anglaise de "Simian Immunodeficiency Virus" (virus d'im- 
munodeficience du singe)). 

Un autre retrovirus, d6sign6 "STLV-II^^" , (ou 

SIV ) a 6te isol6 chez des singes verts sauvages. Mais, 
AGM 

contrairement au virus present chez le singe macaque 
rhesus, la presence de "STLV-III A(M " ne semble pas induire 
une maladie du type SIDA chez le singe vert d'Afrique. 

Toutefois, la parente immunologique des proteines 
et des glycoproteins structurales , et par consequent la 
parente de leurs sequences nucl6iques f de HIV-II d'une 
part.et des retrovirus STLV-III^ et STLV-III AGM d 1 autre 
part, reste limit6e. Des experiences ont permis d'etablir 
une premiere distinction entre les retrovirus capables 
d'infecter l'homme ou le singe, il en ressort ceci : 

- le virus HIV-II ne se multiplie pas de facon 

chronique dans les lymphocytes du singe macaque rh6sus, 

lorsqu'il a 6t6 injecte in vivo et dans des conditions 

op6ratoires permettant le d6veloppement du virus 

STLV-III telles qu'elles ont 6t6 d6crites par N.L. 

mac 

Letvin et al, Science (1985)vol 230, 71-75. 

Cette apparente inaptitude de HIV-2 A se d6ve- 
lopper chez le singe dans conditions naturelles, permet de 
differencier biologiquement le virus HIV-II d'une part, et 
les isolats du virus STLV-III, d' autre part. 
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En mettant en oeuvre les m£mes techniques que 
celles rappel6es plus haut, il a 6t6 constat^ que I'on 
pouvait 6galement obtenir i partir de STLV-III : 

- une proline principale du noyau p27 r ayant un poids 
mol6culaire de l f ordre de 27 kilodaltons, 

- une glycoproteine majeure d'enveloppe, gp140, 

- une prot6ine vraisemblablement transmembranaire p32, qui 
n'est pas observSe en RIPA lorsque le virus a au pr6alable 
6t6 marqu6 par la 35 S-cyst6ine, mais qui peut fetre ob- 
servfee dans les essais d ' immunoempreintes (Western blots), 
sous forme de bandes larges. 

La glycoproteine majeure d'enveloppe de HIV-2 
s'est r6v616e Stre plus proche immunologiquement de la 
glycoprotfeine majeure d'enveloppe de STLV-III que de la 
15 glycoproteine majeure d'enveloppe de HIV-1. 

Ces constatations s'imposent non seulement au ni- 
veau des poids molSculaires : 130-140 kilodaltons pour les 
glycoprot6ines majeures de HIV-2 et de STLV-III, contre 
environ 110 pour la glycoproteine majeure d'enveloppe de 
HIV-1, mais aussi au niveau des propri6t6s immunologiques , 
puisque des scrums prelevfis k partir de malades infect6s 
par HIV-2, et plus particulierement des anticorps formes 
contre la gp140 de HIV-2 reconnaissent la gp140 de 
STLV-III, alors que dans des essais semblables les m%mes 
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sdrums et les memes anticorps de HIV-2 ne reconnaissent 
pas la gp110 de HIV-1- Mais les serums anti-HIV-1 qui 
n'ont jamais r6agi avec la gp140 de HIV-2 pr6cipitent une 
protfiine de 26 Kdal marquee par la 3 5 S-cyst6ine, contenu 
dans les extraits de HIV-II. 

La proteine majeure du noyau (core) de HIV-2 
semble presenter un poids mol6culaire moyen (environ 
26.000) interm6diaire entre celui de la p25 de HIV-1 et la 
p27 de STLV-III. 

Ces observations r'sultent des essais r6alis6s 
avec des extraits viraux obtenus & partir du HIV-2 isol6 4 
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partir de l'un des patients susmentionnes . Des resultats 
similaires ont ete obtenus avec des extraits viraux du 
HIV-2 isole a partir du second patient. 

Des cellules infectees respectivement avec HIV-1, 
HIV-2 et STLV-III ont 6t6 incubfies dans un milieu conte- 
nant 200 gCi/ml de ^S-cysteine dans un milieu exempt de 
cysteine non marquee pendant 16 heures. Les surnageants 
clarifies ont ete centrifuges a 60.000 g pendant 90 mi- 
nutes. Les culots ont ete lyses dans un tampon RIPAO), 
immunoprecipites avec differents serums, puis soumis a une 
electrophorese sur gel de polyacrylamide charge en dode- 
cylsulfate de sodium (SDS-PAGE). 

Les resultats observes sont illustres par les fi- 
gures 1a, 1b et 1c. 

Dans la figure 1a, sont presentes les resultats 
d'immunoprecipitation observes entre un extrait viral de 
HIV-1 obtenu a partir d'une lignee cellulaire CEM C1.13 et 
les serums respectifs suivants : 

- serum positif anti-HIV-1 (bande 1), 

- serum obtenu du premier patient mentionne plus haut 
(bande 2) , 

- serum d'un porteur africain sain d'anticorps anti-HIV-1 
(bande 3) , 

- serum obtenu a partir d'un macaque infecte avec STLV-III 
(bande 4) et 

- serum du deuxieme patient susmentionn6 (bande 5). 

Dans la figure 1b, sont rapportes les resultats 
d'immunoprecipitation observes entre les antigenes de 
HIV-2 obtenus a partir du premier patient, apres culture 
prealable sur des cellules HOT-78, et differents serums, 
plus particulierement le serum du premier patient 
sus-mentionne (bande 1), le serum positif anti-HIV-1 
(bande 2), le serum du macaque infecte par STLV-III (bande 
3 ) , le serum du second patient susdit ( bande 4 ) . 
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Enfin, la figure 1c illustre les r£sultats d'immu- 
noprScipitation observes entre les antigdnes d'un isolat 
de STLV-III otenu & partir d'un macaque present ant un SIDA 
de singe. Les sgrums utilises et auxquelles se r&f&rent 
les bandes 1 & 5 sont les m&mes que ceux rappel6s plus 
haut en rapport: avec la figure 1a. 

M se r€f&re aux marqueurs myosine (200 Kd) galac- 
tosidase (130 Kd), s£rum albumine bovine (69 Kd) , phos- 
phor y las e B (93 Kd), ovalbumine (46 Kd) et carbonate 
anhydrase (30 Kd) . 

Les figures 2a et 2b pr6sentent les r£sultats 
comparatif s quant aux mobilitds &lectrophor£tiques des 
protfeines de HIV-1, HIV-2 et STLV-III. 

La figure 2a se rapporte aux essais r£alis€s avec 

3 5 

des extracts de virus marqu£s par la S-cyst6ine, aprSs 
immunoprficipitation sur SDS-PAGE. Les diff&rentes bandes 
se rapportent aux extraits de virus suivants : virus ob- 
tenu a partir du patient 1 et immunopr£cipit£ par le s6rum 
provenant du m£me patient (bande 1), extrait du m£me virus 
immunopr£cipit£ avec un s€rum temoin n£gatif provenant 
d'une personne ne portant pas d'anticorps anti-HIV-1 ou 
anti-HIV-2 (bande 2), extrait de virus STLV-III 
immunopr£cipit£ par un s£rum provenant d'un macaque 

infects par — STLV-III — (bande — 3)-, — immunoprdcipitations 

observ£es entre des extraits du m&me virus et d'un s6rum 
t£moin nSgatif (bande 4), extrait de HIV-1 immunopr6cipit6 
par un sferum d'un patient europ£en infectfi par le SIDA. 

La figure 1b presente les resultats obtenus dans 
des essais de Western-blot (immunoempreinte) . Des lysats 
cellulaires provenant de cellules HUT-78 non infect6es ou 
inf ectees ont 6te soumis Sl une §lectrophorese sur SDS- 
PAGE f puis transf6r6s §lectrophor6tiquement sur un filtre 
de nitrocellulose, avant d'etre mis a reagir avec le s£rum 
du premier patient susmentionne (s£rum dilu6 au 1/100e). 
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Le filtre de nitrocellulose a ensuite ete lave et la de- 
tection des anticorps fixes revelee avec des IgG anti- 

. 1 25 _ 

humaines de chevre marquees par I. 

Les taches observees dans des bandes 1 f 2 et 3 se 
rapportent respectivement aux essais d ' agglutination entre 
le susdit serum et des extraits de cellules HUT-78 non in- 
fectees (bande 1), des extraits de cellules HUT-78 infec- 
tees avec un virus HIV-2 (bande 2) et des extraits de 
cellules HOT-78 infectees par STLV-III (bande 3). Les 
nombres qui apparaissent dans les marges de chacune des 
bandes correspondent aux poids moleculaires approximatif s 
des proteines virales les plus representatives (poids 
moleculaires en kilodaltons ) . 

II - f>rTPK g wngT,EiQnES 

1) ARNs ri» r^t.rovirus HIV-2 

L'ARN du virus, depose sur filtre d'apres la 
technique du "spot blot" n'a pas hybride, dans des con- 
ditions stringentes avec l'ADN du HIV-1. 

Par "conditions stringentes" on entend : les 
conditions dans lesquelles la reaction d ' hybridation entre 
l'ARN du HIV-2 et la sonde choisie marquee radioactivement 
au p 32 (ou marquee de facon differente), puis les lavages 
de la sonde sont faits. L'ybridation, sur membrane, est 
faite a 42*C en presence d'une solution aqueuse a 50\ 
(volume/volume) de 0,1\ SDS/5x55c, notamment formamide 
pendant 18 heures. La membrane sur laquelle a ete faite la 
reaction d ' hybridation est lavee ensuite a 65 *C dans un 
tampon contenant 0, 1 % de SDS et 0, 1 X SSC. 

Par "conditions non stringentes", on entend les 
conditions dans lesquelles la reaction d * hybridation et 
les lavages sont faits. L ' hybridation est realisee en 
mettant en contact avec la sonde choisie marquee au P 
(ou marquee autr ment), a savoir a 42'C dans un tampon 5 x 
SSC, 0,1* SDS contenant 30 \ de formamide pendant 18 
heur s. Le lavage de la membrane est realise a 50'C avec 
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un tampon con-tenant 0,1 % de SDS et 2 X SSC. 

On a 6galement r6alis& des essais d 1 hybridation 
avec une sonde d ' hybridation constitute par un plasmide 
recombinant pBT1 obtenu par clonage de l'ADN du HIV-1 
provenant de AJ19 (Cell 1985, vol. 40 , p. 9) dans le vec- 
teur PUC18. En conditions non stringentes, on n'a observ6 
qu-'une tres faible hybridation entre l'ARN de HIV-2 et 
l'ADN clon6 d6riv6 de HIV-1. 

D'autres sondes contenant des sequences donees de 
HIV-1 ont 6t6 utilisfees : 

a) Des sondes simple brin de l'ADN du HIV-1 sub- 
gdnomique elabor6es & partir de sous-clones du g£nome du 
HIV-1 et insdrtes dans le phage Ml 3. Les regions clon£es 
concernaient le gene protease ou le gene "endonucltase" . 

Seule une sonde de la r&gion endonucl£ase de HIV-1 
(sequence de nucleotides comprise entre les bases n" 3760 
et 4130) a donn& une hybridation faible en conditions non 
stringentes avec le HIV-2. La sonde "protease" (sequence 
de nucleotides de HIV-1 comprise entre les bases n" 1680 
et 1804) n'a pas hybrid^, meme en conditions non stringen- 
tes avec le HIV-2. 

b) Dne sonde pRS3 constitute par la sequence co- 
dant pour la region "enveloppe" du HIV-1 (sous-clonage 

dans pUC-1 8 )_nla_pas_donn6_dlhybridation_en_conditions_non 

stringentes avec HIV-2. 

La technique du "spot blot " est appelee aussi "dot 
blot" (transfert par taches). 

Des rtsultats d 1 hybridation suppl&mentaires entre 
des ARNs gfenomiques de HIV-1, HIV-2 et STLV-III, d'une 
part, et des sondes contenant diff<§ rentes sequences 
sub-g6nomiques du virus HIV-1, d' autre part, apparaissent 
dans la figure 3. 

Les surnageants des dif f 6rents milieux de culture 
(& raison de 0,5 k 1 ml pour chaque tache) ont "t£ centri- 
fuges pendant 5 minutes A 45.000 tours pax minute ; les 
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culots ont 6t6 remis en suspension dans un tampon NTE con- 
tenant 0,1 X de SDS et d6pos6s sur filtre de nitrocellu- 
lose. Celui-ci a 6te pr6trempre dans un milieu 2 x SSC 
(NaCl O r 3 M f citrate de sodium 0,03 M) . Apr&s cuisson 
(pendant 2 heures & 80 # C), les filtres ont 6t6 hybrid6s 
avec diverses sondes contenant des sous-fragments g6nomi- 
ques de HIV-1, dans des conditions non stringentes (30 \ 
de formamide, 5 x SSC, 40*C), lav6s avec une solution 2 x 
SSC et contenant 0,1 \ de SDS, & 50" C, puis autoradiogra- 
phies pendant 48 heures 4 -70*C avec des 6crans d' ampli- 
fication. 

Les sondes 1-4 sont des sondes A brin unique obte- 
nues par la methode de "coupe principale" (prime cut 
method) telle que d6crite en (25). En bref des fragments 
mono-brins issus du virus M13 et portant des ins6rats de 
HIV- 1 subg6nomiques (30) ont 6t6 ligatures A des fragments 
d'oligomdres (17 nucleotides) issus de M13 (BIOLABS). Le 
brin compl6mentaire a 6te ensuite synth6tis6 avec 1' enzyme 
de Klenow dans un tampon TM (Tris 10 mM, pH 7,5, MgCl 2 , 10 
mM) en presence de dATP, dGTP, dTTP et dCTB marqu6s par du 
32 P en alpha (Amersham, 3000 Ci/mMol) . L'ADN a ensuite 6t6 
dig^re par les enzymes de restriction appropri6s, d6natur6 
par la chaleur et soumis a eiectrophor^se sur un gel d£na- 
turant de polyacrylamide (contenant 6 \ d'acrylamide, de 
l"ur6e 8 M dans un tampon TDE) . Le gel a ensuite 6t6 auto- 
radiographic pendant 5 minutes. La sonde a ensuite 6t6 de- 
couple et 61u6e dans un tampon de NaCl 300 mM, SDS 0,1 %. 
Des activit6s sp6cifiques (AS) de ces sondes A brin unique 
ont 6te estimees A 5.10 8 -10 9 d6sint6grations par minute/ 
microgramme (dpm/ pg) . 

Les sequences caracteristiques contenues dans les 
differentes sondes etaient les suivantes : 
sonde 1 : nucleotides 990-1070, 
sonde 2 : nucleotides 980-1260, 
sonde 3 : nucleotides 2170-2240, 
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sonde 4 : nucleotides 3370-3640. 

Les num£rotations des nucleotides qui precedent 
sont celles envisag&es dans 1' article r6f£renc£ en (30). 

Enfin la sonde 5 consiste en un plasmide pUC-18 
portant le fragment EcoR1-Sac1 du HIV clonfe dans AJ19 
(31), lequel a fait I'objet d'une translation de coupure 
(nick-translation) pour obtenir un AS d • approximativement 

0 

10 dpm/pg* 

Les dispositions relatives des fragments subgg- 
nomiques contenus dans les sondes vis -A- vis du genome 
entier de HIV-1 sont schematises & la figure 3. Les 
dif f erentes taches correspondent respectivement : 

- tache A : virus obtenus & partir d'une culture de cel- 
lules CEM C1.13 in fee tees par HIV-1, 

- tache B i virus obtenus & partir de cellules HUT-78 
infect6es par STLV-III, 

taches C et D : isolats respectivement obtenus & partir 
des virus des deux patients africains susmentionnSs, 

- tache E : extrait cellulaire t£moin n£gatif obtenu & 
partir de cellules HUT-78 non infectfies, 

- tache F : virus obtenu & partir d'un patient du Zaire 
affect^ par le SIDA et ayant 6t6 cultive sur des lym- 
phocytes T normaux en presence de TCGF. 

Toutes l^s~t^he^^ntr~6t^^ avec une quan- 

tit6 de virus correspondant & 25.000 dpm en activity 
transcriptase inverse, sauf pour les taches C : 15.000 
dpm. 

Les observations faites ont 6t6 les suivantes : 
Les ARNs genomiques des deux isolats de HIV-2, 
obtenus & partir de particules virales purifiees, n'ont 
hybrid^ avec aucune des sondes dans les conditions strin- 
gentes sus-indiquees r bien que les particules virales 
aient 6t6 isolfies et purifiees & partir de surnageants de 
cultures de cellules hautement infect6es t&noignant d'une 
activity transcriptase inverse &lev£e» 
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Dans les conditions non stringentes sus-indiquees, 
les observations suivantes ont 6t6 faites. 

Toutes les sondes ont hybrid€ de fagon intense 
avec les ARNs ggnomiques obtenus des preparations temoins 
de HIV-1 et d'un autre isolat obtenu & partir d'un patient 
du Zaire souffrant du SIDA. 

Deux des sondes obtenues (nucleotides 990-1070 et 
990-1260, toutes deux issues de la region gag de HIV-1) 
ont hybrid6 ieg&rement avec les taches des extraits des 
retrovirus HIV-2; l'une seulement de ces deux sondes 
(nucleotides 990-1260) a aussi mcmtr£ une 16gSre hybrida- 
tion avec la tache de STLV-III (figure 3). En ce qui con- 
cerne la sonde contenant un fragment de la region pqX 
(nucleotides 2170-2240), on a observe une hybridation avec 
STLV-III et, mais de fagon beaucoup plus faible, avec 
l'ARN de HIV-2. L'autre sonde de la region pol (nucleoti- 
des 3370-3640) n'a donn6 d 1 hybridation avec aucune des ta- 
ches de HIV-2 et de STLV-III. 

Enfin, la sonde modifi6e par translation de cou- 
pure et contenant la totalite du g£ne env et le LTR (nu- 
cleotides 5290-9130) de HIV-1 n'a hybride ni avec les ARNs 
de STLV-III, ni avec ceux de HIV-2. 

On remarquera encore qu'une autre sonde, qui con- 
tenait l'extremite 5' du cadre de lecture de po! de HIV-1 
(correspondant k la region protease) n'a hybride ni avec 
les ARNs de HIV-2, ni avec les ARNs de STLV-III. 

II r6sulte done encore de ce qui pr6c6de que le 
virus HIV-2 parait plus eioigne, sur le plan structural, 
du virus HIV-1 qu'il ne l'est de STLV-III. HIV-2 diff^re 
neanmoins de facon significative de STLV-III, ce qui vient 
& l'appui des resultats differents observes quant aux ca- 
pacity infectieuses des virus HIV-2 pratiquement nulles 
chez les singes, compares aux capacites infectieuses 
certaines des STLV-III chez les monies esp&ces de singes. 

Les cartes de r stricti n et 1 s sequences de 
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l'ARN genomique de HIV-2 ou des cADNs obtenus a partir de 
ces ARNs genomiques sont accessible a l'homme du metier, 
des lors que les souches de HIV-2 deposees a la C.N. CM. 
peuvent, apres multiplication appropriee, mettre en ses 
mains le materiel genetique necessaire aux determinations 
de ces cartes de restriction et sequences nucleotidiques . 
Les conditions dans lesquelles la carte de restriction du 
genome de l'un des isolats de HIV-2 de cette invention ont 
ete etablies et les conditions dans lesquelles certaines 
des parties de ADNc derivees de ces genomes ont ete 
s6quencees sont decrites ci-apres. 

La carte de restriction du genome d'un retrovirus 
repr6sentatif des retrovirus HIV-2 est representee dans la 
figure 4. La carte de restriction d'un fragment important 
de cet ADNc apparait a la figure 5. Enfin une partie de ce 
dernier fragment a ete sequenc6. 

Cette sequence et un certain nombre des sites de 
restriction qu'elle contient apparaissent a la figure 6. 
L'ADNc entier clone -ou des fragments clones de cet ADNc- 
peuvent eux-m€mes etre utilises comme sondes d ' hybridation 
specif iques . 

2) anwff et fragments ^ ADNc. respectivement 
^^fv^a-de-V-ftRN-de-HIV-2 



Les conditions dans lesquelles l'ADNc susdit a ete 
obtenu, sont decrites ci-apres. 

La premiere 6tape de fabrication de cet ADNc a 
compris la production d'un oligo (dT) servant d' amorce ou 
d'un brin d ' ADNc initiateur, par la realisation d'une 
reaction endogene activee par un detergent, utilisant la 
transcriptase inverse de HIV-2, sur des virions purifies, 
obtenus a partir de surnageants de cellules CEM infectees. 
La lignee cellulaire CEM etait une lignee cellulaire lym- 
phoblastoxde CD4+ decrite par G.E. Foley et aX. dans 
Cancer 18: 522-529 (1965), dont le contenu est consider' 
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comme faisant partie de la presente description. Ces cel- 
lules CEM utilisees sont infectees avec un isolat ROD, qui 
s'est revele produire de facon continue des quantites im- 

poxtantes de HIV-2. 

Apres la synthase du second brin (en presence de 
nucleotides et d'une ADN polymerase bacterienne) , les 
cADNs double-brins ont ete inseres dans un vecteur de 
Phage bacterien M13 TG130. Une banque de phages de 10 
phages recombinants M13 a ete obtenue et soumise a un tri 
in situ avec une sonde HIV-1 . Celle-ci contient un frag- 
ment de 1.5kb issu de l'extremite 3' de l'ADNc derivee de 
l'ARN de 1' isolat LAV (montre dans la figure 7 A). Environ 
50 plaques positives ont ete detectees, purifiees et 
caracterisees par une hybridation crois6e des inserats et 
sequencage des extremites . 

Cette proc6dure a permis l'isolement de differents 
clones contenant des s6quences approximativement comple- 
mentaires de l'extremite 3' de l'ARN polyadenyle de la 
region de "repetition longue terminale" LTR (abreviation 
anglaise de "long terminal repeat" de HIV-1, d6crite par 
S. Wain Hobson jgt_al. dans Cell 40: 9-17 (1985)) dont le 
contenu est considere ici comme faisant partie de la 
description. 

Le plus important des inserats du groupe concerne 
de clones de M13 hybridant avec la region LTR3 ' de HIV-1, 
est un clone designe par E2, d' environ 2 kb. Comme la 
region LTR3' de HIV-1, le clone E2 contient un signal 
AATAAA situ6 a environ 20 nucleotides en amont d'une 
partie terminale poly A, et une region LTR3 ' correspondant 
a celle de HIV-2. Apres sequencage partiel, cette region 
LTR3 ' de HIV-2 s'est revelee pr4senter une parente 
eloignee avec le domaine homologue de HIV-1. 

La figure 5 est une carte de restriction du frag- 
ment de E2 (zone rectangulaire allongee) incorpore dans le 
plasmide pSPE2 qui le contient. II comprend une partie de 
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la rfigion R r la region U3 de HIV-2. Le dessin ne fait pas 
apparaitre les limites des r6gions R et U3. 

La sequence d'une partie de £2 apparalt k la 
figure 6. Les positions de sites de restriction 
specif iques y sont indiqu6es. Le faible degr6 de parents 
entre les regions LTR3 1 de HIV-1 et HIV-2 est illustr6 par 
la figure 7. En effet, k peu prSs 50\ seulement des 
nucleotides des deux LTR peuvent &tre mis en alignement 
(homologue de sequence d' environ 50%) au prix d'une 
centaine d* insertions ou de d6l6tions. En comparaison, 
l'homologie de s6quence des rfigions correspondantes des 
isolats americains et africains differents variants de 
HIV-1 est supSrieure k 95%, sans insertion ni d616tion. 

Le clone E2 a 6t6 utilise comme sonde specifique 
d * HIV-2 r pour 1 ' identification sur filtre d r hybridation 
des sequences issues de HIV-2, contenues dans d'autres 
clones * 

Cette sonde d^tecte 6galement 1'ARN gfinomique de HIV-2 
dans des conditions stringentes. Elle permet, de m€me, la 
detection par la m6thode dite de "Southern blot" sur I'ADN 
de cellules CEM ou analogues infectfies avec un isolat ROD 
ou d'autres isolats de HIV-2* Aucun signal n'est detects 
dans les m£mes conditions de stringence dans des essais 
d 'hybridation — de — cette-sonde-avecdes- ADNc-issus-de-cel 
lules non infect6es ou de cellules infect6es par HIV-1. 
Ces rdsultats ont conf irme la nature exogene de HIV-2 
vis-a-vis de HIV-1. Une espece d' environ 10 kb, corres- 
pondant probablement k I'ADN viral non int6gr6, a 6te 
d6tect6 k titre principal dans I'ADN non dig§r6 de cellu- 
les infect6es par HIV-2. Dn autre ADN ayant une taille 
apparente de 6 kb correspondant peut £tre k une circulaire 
de I'ADN viral, a 6t6 d6tect6 aussi. 

Les autres parties du genome de HIV-2 ont 6te 
identifiees 6galement. A cet effet, une banque g£nomique a 
ete construite dans le phage lambda L47 . Le phage lambda 
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L47.1 a 6t6 d6crit par W.A.M« Loenen dans Gdne 

1£: 249-259 (1980), publication dont le contenu est consi- 
d6r6 comme faisant partie de la prSsente description. 

La banque g6nomique est construite avec des 
fragments obtenus par digestion de l'ADN provenant de la 
lign6e cellulaire CEM infect6e avec HIV-2 R0D , aprds di- 
gestion avec 1' enzyme Sau3AI. 

Environ 2 x 10 6 plaques de recombinants ont 6t6 
tribes in pitu avec un clone contenant l'ins6rat E2 marqu6 
de I'ADNc de HIV-2. Dix phages recombinants ont 6t6 d6- 
tect6s sur plaques et purifies. Les cartes de restriction 
de trois de ces phages, caract£ris£s par leur capacity 
d ' hybridation en "Southern blot" avec l'ins6rat E2 dans 
des conditions stringentes, ainsi qu' avec des sondes sub- 
g£nomiques de HIV-1 dans des conditions non-stringentes . 

Un clone portant un ins6rat de 9.5 kb et derivant 
de l'ADN viral circulaire entier, contenant le genome com- 
plet de HIV-2, a 6t6 identifi6. II a 6t6 d6sign6 "Lambda 
ROD 4*. Les deux autres clones, Lambda ROD 27 et Lambda 
ROD 35 dirivant de provirus int6gr6s, portant des s6quen- 
ces LTR des sequences codantes virales et des sequences 
adjacentes d'ADN cellulaire. Les diff6rentes sequences d6- 
coulent de la figure 8. 

Des fragments des clones Lambda ont 6te sous-clo- 
nes dans plasmide vecteur plasmidique pUC 18. Les frag- 
ments issus de A ROD 4, A ROD 27 et A ROD 35 et respec- 
tivement sous-clon6s dans le susdit vecteur plasmide 
apparaissant 6galement & la figure 8. Les sous-clones sui- 
vants ont 6t6 obtenus. 

- pROD 27-5 derive de Lambda ROD 27, contient une region 
de 5,2 kb du genome de HIV-II et des sequences cellulaires 
adjacentes (5 'LTR et sequence virale codante 5' autour 
d'un site ECo RI). 

pROD 4 . 8 d£riv6 de Lambda ROD 4 , contient un fragment 
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Hind III d' environ 5 kb. Ce fragment correspond a la par- 
tie centrale du genome HIV-2. 

- pROD 27-5' et pROD 4.8 contiennent des inserats de HIV-2 
qui se chevauchent mutuellement. 

- pROD 4.7 contient un fragment HIND III de 1.8 kb de 
Lambda ROD 4 ; ce fragment est place dans la direction 3 
vis-a-vis du fragment sous-clone dans p ROD 4.8 et con- 
tient environ 0.8 kb de sequences virales codantes et une 
partie situee entre les sites de clonage Bam H1 et Hind 
III du bras gauche du phage Lambda (Lambda L 47.1). 

- pROD 35 contient toutes les sequences HIV-2 codantes 
dans la direction 3, vis-a-vis du site Eco R1, l'extremite 
3' LTR et environ 4 kb de sequences nucleiques adjacentes 
d'origine cellulaire. 

- pROD 27-5' et pROD 35 contenus dans E.Coli HB 101, ont 
ete deposes a la CNCM sous les numeros respectifs 1-626 et 
1-633. 

- pROD 4.7 et pROD 4.8, contenus dans E.Coli TG1, ont 6te 
deposes a la CNCM respectivement sous les numeros 1-627 et 
1-628. 

Le genome complet de HIV-2 ROD, dont la carte de 
restriction apparait a la figure 4, a ete reconstitue a 
partir de pROD 35, linearise au prealable avec Eco R1 , de 
pROD 27-5 ' . L^l«erW^co-R1~de-pROD-27^5-a-ete-ligature- 
dans 1' orientation correcte dans le site EcoRI de pROD 35. 

Le degre de parente entre HIV-2 et les autres 
retrovirus humains ou simiens a ete apprecie par des expe- 
riences d' hybridation mutuelle. L'homologie relative entre 
les differentes regions de genomes de HIV-1 et de HIV-2 a 
6te determinee par des essais d ' hybridation de fragments 
respectivement issus de genome de HIV-1 clone et de Lambda 
ROD 4 marque radioactivement . Les positions relatives de 
ces fragments (numerotes de 1 a 11) vis a vis du genome de 
HIV-1 apparaissant au bas de la figure 9. 
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M€me dans des conditions de tres faible stringence 
(Tm-42'C.) les genomes de HIV-1 et HIV-2 n'hybrident 
qu'aux niveaux de leurs genes respectifs sss (taches 1 et 
2), des regions reverse transcriptase dans egI (tache 3), 
des regions d • extremites de sol, des genes Q (ou SS2X.) 
(tache 5) et des genes F (ou 3' orf) et 3' LTR (tache 11). 
Le fragment HIV-1 utilise pour detecter les premiers 
clones ADNc de HIV-2 correspond au sous -clone de la tache 
11, qui hybride relativement bien avec HIV-2 dans des 
conditions non stringentes. Un signal provenant de la 
tache 5 est le seul persistant apres un lavage stringent. 
Le gene d' enveloppe, la region du gene £a£ et une partie 
de fid apparaissent tres divergents. Ces donnees, ainsi 
que la sequence obtenue avec LTR (figure 3) demontrent que 
HIV-2 n'est pas (en tous les cas au niveau de son 
enveloppe) un variant de HIV-1. 

On observe que HIV-2 est plus proche de SIV 
(deer it par M.D.Daniel et al. dans Science 22fi: 1201-1204 
(1985), dont le contenu doit dtre considere comme faisant 
partie de la presente description) qu'il ne l'est de 
HIV-1 . 

Toutes les proteines de SIV, y compris la proteine 
de 1' enveloppe, sont immuno-precipitees par des serums de 
patients infectes par HIV-2, tandis que la reactivite se- 
rologique crois6e de HIV-1 et HIV-2 est limitee aux pro- 
teines du noyau. Cependant SIV et HIV-2 peuvent fetre 
distingues par les differences mentionnees plus haut au 
niveau des poids moleculaires de leurs proteines. 

En ce qui concerne les sequences nucleotidiques, 
on remarque aussi que HIV-2 a une parente avec SIV. 

De plus, la caracterisation de HIV-2 permet aussi 
de delimiter le domaine de la glycoproteine d' enveloppe 
qui est responsable de la fixation du virus a la surface 
des cellucl s cibles et de 1 ' internalisation ulteri ur du 
virus. L ' interaction s fait par 1 ' intermediate de la 
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molecule CD4 elle-meme et il semble que HIV-1 et HIV-2 
utilisent le m6me rficepteur. Aussi, bien qu'il existe de 
grandes differences entre les g&nes env de HIV-1 et HIV-2, 
les domaines homologues restreints des enveloppes des deux 
HIV peuvent-ils Stre consid6r6s comme constituants de 
fixation 4 un r^cepteur commun des lymphocytes T4. Ces 
sites sont appelfis & constituer des Epitopes porteurs de 
1 ' immunog6nicit6 de peptides qui pourraient etre utilises 
pour susciter chez I'homme une r6ponse immunitaire 
protectrice contre les virus HIV. 

Des sequences avantageuses pour la constitution de 
sondes dans des reactions d 1 hybridation avec le materiel 
g6netique de patients porteurs de virus ou de provirus, 
notamment pour dfrtecter la presence d'ARN de virus HIV-e 
dans leurs lymphocytes contiennent une sequence nucleoti- 
dique resultant de combinaison des fragments de 5 kb de 
Hirud in de ROD 4 et de l'ADNc E2. Les essais peuvent fetre 
realises selon toutes methodes notamment selon les techni- 
ques de "Northern blot", "Southern blot" et "dot blot". 

Des caracteristiques suppl6mentaires de 1' inven- 
tion apparaitront encore de fagon non limitative au cours 
de la description qui suit d'exemples d" identification de 
certaines parties du genome retroviral et de la production 

dl.un certain_nombre dAADNs recombinants_mettant„en_jeu_ 

diverses parties d'un ADNc d£riv£ du genome retroviral de 
HIV-2 . 

EXEMPfrES 

EXEMPLE I 

Sonde AD N. pour 1 'utilisation dans jes Hit? flq dia- 
gnostic de HIV-2, 

Un ADNc compl6mentaire de l'ARN du genome 
obtenu 4 partir de virions purifies, a 6te prepar6 selon 
la m6thode suivante : 

Le surnageant obtenu aprds 48 heures de cul- 
ture de cellules CEM infectfies par un isolat HIV-2 ROD 
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de HIV-2 a 6t6 ultracentrif ug6. Le culot de centrifu- 
gation contenant le virion a 6t6 centrigu6 sur gradient 
de sucrose pour former un nouveau culot de centrifuga- 
tion substantiellement par la mSme methode que celle 
d6crite dans la demande de brevet europ6en 
84/401 234/0.138.667 d6j& mentionn6e. 

La preparation de HIV-2 purif i6 a 6t6 utilis6e 
pour la synthase d'ADNc en mettant en oeuvre une reac- 
tion m endogdne f activ6e par un detergent. 

En r6sum6, la preparation du virion a ete 
ajoutee k un melange de reaction contenant 50mM Tris- 
HCl, 5mM MgCl 2 , 10 mM DTT, 0.025% du detergent commer- 
cialise sous la marque TRITON , et 50 mM de chacun des 4 
d6oxynucleoside-triphosphates et un initiateur oligo 
(dT). La reaction a 6t6 conduite pendant 90 minutes d 
37 # C. 

Apres 1' extraction au phenol des prot6ines 
presentes dans le premier milieu de reaction, la seconde 
chalne de I'ADNc a 6t6 synth6tisee en presence de 
RNAse f ADN polymerase 1 de E.CPll et des 4 deoxynu- 
cieotides, pendant 1 heure k 15 'C et 1 heure & 22 Des 
extr6mit6s franches ont ete cr66es sur cette double 
chalne ADNc, par 1' action de la T4 ADN polymerase. Tous 
les reactifs de ce proc6de sont disponibles dans le 
commerce (kit ADNc de la Societ6 AMERSHAM) et ont 6te 
utilises comme recommand6 par le fournisseur. 

Aprds (1) ligation d'adaptateurs (linkers) 
contenant un site EcoR 1 (commercialises par Pharmacia) 
aux extr6mites franches de I'ADNc en presence d'une 
ligase ADN T4 (commercialis6e par BI0LABS)(2), digestion 
de ces "linkers" par 1 1 endonuciease de restriction 
Eco R1 . et (3) elimination des fragments de "linker- par 
une filtration sur gel (colonne du gel commercialise 
sous la marque ULTROGEL) AcA 34 (LKB-IBF) , I'ADNc est 
ins er6 dans un vecteur M 13 TG 130 clive par E££R1 . Une 
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banque d'ADNcs a 6t6 obtenue apr£s transformation de la 
souche de E.coli TGI . On a obtenu approximativement 10 4 
plaques de recombinants M13. 

Pour selectionner dans la banque d'ADNcs des 
clones M13 recombinants contenant l'ADNc de HIV-2, la 
technique d ' hybridation sur plaque a 6t6 utilis£e. L'ADN 
des plaques M13 a 6t6 transf£r6 sur des 'filtres de ni- 
trocellulose, et hybrid6 k des sondes de HIV-1 subg6no- 
miques derivees du clone "lambda J19" d'un virus LAV (ou 
HIV) d6crit dans la demande de brevet europ6en. Cette 
sonde comprenait un ins6rat constitu6 par une partie 
ayant une longueur approximative de 1500 paires de bases 
(pb) de I'ADN de HIV-1. Get ins6rat 6tait d61imit6 par 
deux sites de restriction HindHI respectivement k l'in- 
terieur du cadre de lecture ouverte du gene "env" et 
dans le segment R de I'extr6mit6 3 f LTR de HIV-1. Cette 
sonde contenait I'extr6mit6 3' du gene env, la totality 
du gene F, le segment U3 et une partie du segment R de 
IrTR r d'une longueur approximative de 1500 paires de 
bases (pb) , 

La sonde contenant l'ins6rat fliadlll de 1,5kb 
a ete marquee avec du 32 P dCTP et dTTP (3000 Ci x 10" 3 
mole) par incubation de la sonde en presence d'initia- 
teurs e1T"d , ADN~poIymerase-I~de-Klenowr~pendant-4~heures— 
a 15*C (en utilisant un kit de AMERSHAM) . Les essais 
d ' hybridation des clones d'ADNc de la banque ont 6t6 
conduits pendant toute la nuit dans des conditions de 
faible stringence f au sein d*une solution d'un milieu 
d l hybridation contenant 5X SSC f 5X Denhart, 25% de for- 
mamide r 100 pg/ml d'ADN de sperme de saumon denature et 
la sonde marquee (2 x 10* cpm avec une sp6cificit6 de 
10 9 cpm/ug) k 37 *C. Les filtres ont 6te soumis k trois 
Stapes de lavage, successivement en presence des trois 
solutions dont les compositions sont indiqu&es ci-apres: 
Lavage n* 1:5XSSC, 0.1% SDS,a 25*C pendant 4x15 minutes 
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Lavage n* 2:2XSSC, 0.1% SDS,& 42*C pendant 2x30 minutes 
Lavage n* 3 :0. 1XSSC,0. 1% SDS, 4 65*C pendant 2x30minutes 
Chaque lavage est suivi par une autoradiographic des 
f iltres . 

Plusieurs clones positifs ont 6t6 d6tect6s 
aprSs le lavage n* 1 et 1'ont encore 6t6 apres le lavage 
n* 2. Cependant, tous les signaux disparaissaient aprds 
le lavage n # 3. Ceci indigue que les clones positifs 
n*avaient avec le g6nome de HIV-1 gu'une faible parents, 
n6anmoins suffisante pour effectuer la susdite selec- 
tion. Les clones positifs ont 6t6 repiqufis, red£pos6s 
sur des plaques et de nouveau hybrid£s avec la m%me son- 
de dans les conditions de stringence correspondant au 
lavage n* 1 • La majority d'entre-eux etaient encore po- 
sitifs. 

Les clones ont aussi 6t6 s61ectionn6s en met- 
tant en oeuvre une sonde d'ADN humain total dans des 
conditions de stringence moyenne et par hybridation dans 
5X SSC, 5X Denhart, et 40% de formamide f suivie d'un 
lavage dans 1X SSC, 0.1% SDS, & 50 # C. Aucun des clones 
pr£alablement positifs n'a 6t6 d6tect6, par consequent 
ne correspondait pas & l'ADN r6p6titif specif ique ou & 
l'ADNc de l'ARN ribosomal . 

Les clones recombinants M13 positifs ont 6te 
cultiv6s dans un milieu liquide et caract6ris6s : 
(1) Taille de leur insertion : 

Un ADN type simple brin de M13 a ete obtenu & 
partir de chaque clone individuel, et la synthase du 
second brin a 6te conduite avec une sequence initiatrice 
17-mer M13 et l'enzyme de Klenow. Les ins£rats ont 6t6 
excises & l'aide d'EsfiRI (BOEHRINGER) et analyses par 
electrophor£se sur gel d' agarose. La plupart des in- 
serats contenaient de 200 & 600 et 200 pb, 4 1' exception 
du clone denomme E2 . 1 , qui avait approximativ ment une 
longueur de 2 Kpb. 
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(2) ftmgyge <fe la. sequence miclfoUfljlqiie * 

Flusieurs clones ont 6t6 partiellement s6- 
quenc£s, en utilisant la methode dideoxy de Sanger et 
al. dfecrite dans Proc. Natl. Acad. Sci. 74:5463-7 
(1977), faisant partie de la pr&sente description. 
DiffSrents clones independants contenaient des sequences 
nucl6otidiques similaires, & I 1 exception des chaines 
poly- A k leurs extr&nit&s 3' dont les longueurs Staient 
diff£rentes. Ces r£sultats d£montrent que ces clones 
ADNc etaient derives de la ma trice d'ARN. L v analyse de 
sequence detail lee de ces clones ADNc, comprenant 
I'extr6mit6 3 1 du genome de HIV-2, a montr£ une parents 
limit&e avec HIV-1. 

(3) Hybridation avec l'ARN et l'ADN crfenomicme de HIV-2 . 

(a) Obtention de l'ARN g&aomique de HIV-2 ; Un 
surnageant infects a 6t6 centrifug£ (50.000 rotations, 
30 minutes ) . Le culot du d&p&t a 6t6 resuspendu dans 
10mM Tris pH 7,5, ImM EDTA, 0.1% SDS. L'un des clones 
d 1 insertion F1 . 1 a 6te marqug et utilise comme sonde 
pour 1 1 hybridation avec l'ARN gfenomique de differ ents 
isolats viraux f conformement 4 la technique de "dot- 
blot" . 

La technique "dot-blot" comprenait les Stapes 

suivantes_: 

(i) deposer 1 1 echantillon (lysat HIV-2) en taches sur 
une membrane de nitrocellulose prealablement trempSe 
dans 20X SSC (3M NaCl, 0.3M de citrate de soditim) et 
s£ch£e a l'air, (ii) faire cuire la membrane pendant 2 
heures & 80 et (iii) effectuer 1 ' hybridation . 

Cette hybridation a 6t6 conduite dans des 
conditions de haute stringence (5X SSC r 5X Denhart r 50% 
formamide & 42*C). Elle a 6te suivie d'un lavage dans 
0. 1X SSC, 0.1% SDS a 65*C. Dans ces conditions, la sonde 
hy bride fortement aux taches provenant de deux isolats 
inddpendants de HIV-2, incluant le LAV-II ROD, dont 
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l'ADNc clone 6tait issu. Un faible signal d ' hybridation 
a 6t6 detect 6 avec la tache form6e par STLV-IIImac 
(Virus T-Lymphotropique de Singe (6galement connu comme 
"SIV") de type III, macaque), et aucune hybridation n'a 
6t6 d6tect6e avec les isolats de HIV-1. 

Les experiences de "Southern Blot", mettant en 
jeu le clone E-2.1 contenant l'inserat de 2Kb en tant 
que sonde marqu6e au 32 P, ne manif estdrent aucune hybri- 
dation avec des ADNs de cellules non infect6es, mais d6- 
tectaient des bandes dans des cellules d6tach6es infec- 
t6es par HIV-2 dans des conditions de forte stringence. 
HIV-2 montre un polymorphisme & des niveaux de sa carte 
de restriction Equivalents i ceux des cartes de restric- 
tion de HIV-1. Avec de l'ADN cellulaire complet de cel- 
lules infect6es, deux sortes de signaux sont d6tect6s 
par la methode de "Southern Blot" : (1) dans des frac- 
tions d'ADN ayant des poids mol6culaires PM d' environ 
20kb et plus dans le cas de formes int6gr6es du virus, 
et (2) dans les fractions de PM plus faibles (9 f 10kb), 
dans le cas de virus non int6gr6 au g6nome. 

Ces caract6ristiques sont hautement sp6ci- 
fiques d'un retrovirus. 

Certaines experiences effectu6es avec STLV-III 
(SIV-3) de cellules infect6es ont permis de constater 
que le retrovirus simien est relativement distant de 
HIV-2 (le signal est uniquement d6tect6 dans des con- 
ditions de faible stringence). Ces experiences montrent 
que les susdites sondes permettent la detection sp6ci- 
fique de HIV-2, 

(4) Sous-clonaqe de l'ADNc de HIV-2 dans un Vector 
plasmide bacterien : 

Le clone M13 positif , E 2-1 a 6t6 s61ectionn6 
et sous-clone dans un vecteur plasmide. L'ADN du phage 
M13 (TG 130) recombinant E-2 a 6t6 purifi6 sous forme 
d'un ADN simple brin (M-13-ROD-E2) contenant l'inserat 
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de 2 kb r contenant la portion 3' du genome de HIV- 2 
(obtenu & partir de HIV-2 ROD). Get inserat a 6t6 
transf6r6 dans le plasmide pSP65, d6crit par Helton, 
D. A. dans 357 Nucleic Acid Res. 12:035*7056 (1984). 

Une seconde chaine a ete construite in vitro 
en presence de la sequence d'initiateur 17 mer 
(AMERSHAM), des quatre nucleotides A,C,T,G, et de l'ADN 
polymerase I (Klenow) . L 1 inserat EcoR i a 6tS excise pax 
digestion £s&R1 et purifi£e sur gel d' agarose, puis li- 
gue & pSP65 p lui-mfeme prealablement dig<§r6 avec EcoR 1 . 
Le melange de ligation a ete utilise pour transformer la 
souche E.coli DH1 et des recombinants ont ete sfelection- 
nes grace 3l leur capacity de resistance a I'ampicilline. 
lies recombinants identifies ont et6 cultives sur milieu 
LB (Luria medium) contenant 50 ng/ml d ' ampicilline . Ces 
plasmides recombinants ont 6t6 purifies et contrdles 
quant & la presence du fragment ins£r£ correct. 

L'un des clones obtenus d£sign6 par la refe- 
rence pSPE2 f a ete depose a la CNCM k PARIS, France, 
sous le n* d'accds 1-595 le 5 Septembre 1986. 

Les inserats derives des ADNc de HIV-2 et qui 
se trouvaient inseres dans la sonde susdite contenaient 
la sequence de nucleotides qui a 6te definie plus haut, 
en rapport avec une partie de E2. 

Clonaqe d'un ADNc complem entaire k l'ADN comT>16mentaire 

A l'ARN aenomicrue de v irions de HIV-2 . 

Des virions HIV-2 ont ete purifies a partir de 
5 litres d'un surnageant d'une culture d'une lignee CEM 
infectee avec un isolat ROD. Un premier brin d ' ADNc a 
6te synthetise au contact de virus purifie sedimente, en 
presence d'un initiateur oligo (dt) et en mettant en 
oeuvre une reaction endog^ne activ6e par un detergent, 
selon la technique decrite par Alizon et al r Nature 
112 : 757-760 (1984). Les hybrides ARN-ADNc ont ete 
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purifies par une extraction par un melange phenol- 
chlorofonne et par une precipitation a l'ethanol. Le 
second brin d'ADNc a ete produit en presence d'ADN 
polymerases /RNAse H selon la methode decrite par Gubler 
et Hoffman. La description de cet article est consideree 
comme faisant partie de la presente description. 

L'ADNc double brin a ete muni d'extremites 
f ranches en presence d'ADN polymerase T4 en utilisant 
les constituants d'un kit de synthese d'ADNc commer- 
cialise par AMERSHAM. 

Des adaptateurs (linker) Eco R1 commercialises 
par PHARMACIA, ont ete fixes a l'extremite de l'ADNc; 
1-ADNc ainsi modifie a ete insere apres digestion en 
presence de Eco R1 dans un vecteur de phage dephospho- 
rile M13tg130 lui-meme dig6r6 par Eco R1 , egalement 
commercialise par AMERSHAM. Une bande d'ADNc a ete 
obtenu apres transformation de la souche E.coli TG1 . 
Des plaques de recombinants <10 4 ) ont ete tri6s in situ 
sur des filtres permettant des repliques par hybridation 
avec le clone J19 contenant le fragment Hind III de 
1,5kb deja mentione plus haut, issu de HIV-1 . 

Les filtres ont ete prehybrides en presence 
d'un milieu contenant 5 x SSC, 5 x solution DENHARDT , 
formamide a 25%, de 1 'ADN denature de sperme de saumon 
(100 microgrammes/mml) a 37'C, pendant 4 heures, puis 
hybride pendant 16 heures dans le meme tampon (Tm -42 *C) 
en presence d'un supplement de sonde marqufee (4 x 
10 7 cbm) , pour fournir une solution finale de tampon 
d' hybridation contenant 10 6 cpm/ml). Le lavage a ete fait 
avec une solution 5 x SSC, 0,1% SDS 4 25'C pendant 2 
heures (etant entendu que 20 x SSC correspond a une so- 
lution NaCl 3M et de citrate de sodium 0,3M. Les plaques 
repondant positivement ont ete purifiees et les ADNs 
mono-brins de M13 ont ete prepares t leurs extremites 
ont ete sequencees selon la methode de Sanger et al. 
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gradient de sucrose a 5-40% et ligu£e aux bras BamH I du 
vecteur lambda L47.1. Les plaques (2 x 10 6 ) obtenues apres 
empaquetage An vitro et d6pdt sur souche E. coli LA 101 ont 
6t6 tribes in situ par hybridation avec 1'insSrat de 
l'ADNc clon6 E2. Appr oximativement , 10 clones positifs ont 
6t6 purifies sur plaque et propagSs sur E.coli C600 recBC. 
Les clones lamdba ROD 4, ROD 27 et ROD 35 ont £t£ 
amplifies et leurs ADN caract6ris6s par 6tablissement de 
leurs cartes de restriction et par hybridation par la 
mSthode de "Southern" avec le clone ADNc de HIV-II dans 
des conditions stringentes et avec les sondes aaq-pol de 
HIV-1 dans des conditions non stringentes. 

La figure 8 presente de fagon schfematique les 
structures de 3 des phages recombinants obtenus ROD 4, 
ROD 27 et ROD 35. 

Les parties rectangulaires allong£es de ces 
sch6mas correspondent £ des sequences pro-virales issues 
des ADNs des cellules CEM initial ement infect£es, les 
parties blanches corxespondant 8. des sequences r6tro- 
virales, les parties gris£es & des parties des ADNs 
cellulaires et les parties en noir au LTR dans lesdites 
frequences virales. 

Les traits fins design£s par les lettres L et R 
correspondent aux bras issus du vecteur de phage Lambda 
L47.1 ayant servi au clonage. 

Certains des sites des restrictions ont 6galement 
6t6 indiqu6s : il s'agit plus particulifirement des sites 
suivants : 

B : fiamHI ; E : JgCfiRI ; H: Hindlll ; K: Upnl ; Ps : £s£I ; Pv 
: Pvu II ; S: Sad * X: Xbal. 

Ces sequences virales ont des parties en commun 
avec la sequence E2. Les positions relatives de ces 
parties d6terminees par hybridation avec E2, appa- 
raissent 6galement dans les figures. 

ROD 4 est ddriv6 d'un ADN viral circulaire. ROD 27 
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et ROD 35 sont d6riv6s de provirus int6gr£s dans une 
structure ADN cellulaire. 

Enfin, on voit apparaitre dans ces figures les 
ins6rats sous-clones dans les conditions qui ont 6t6 
indiquSes plus haut et leurs positions relatives vis-a- 
vis des sequences correspondantes de ROD 4, ROD 27 et ROD 
35. 

II s'agit plus particulierement des ins6rats des 
plasmides pROD 27-5" f pROD 35-3' r pROD 4.6, pROD 
4.8 et pROD 4.7. 

La figure 9 est une representation des intensity 
relatives des taches d ' hybridation qui ont 6te r£alis6es 
entre ROD-4 et des sous-fragments 1 i 11 respectivement 
issus des differentes parties d'un ADN a chalne unique 
issu de sous-clone de M13 contenant un acide nucleique 
derive du genome entier de LAV. Les positions relatives de 
ces divers fragments vis-a-vis du genome entier de LAV 
(determine par sequengage) sont indiquees dans la partie 
inf6rieure de la figure. Le point 12 correspond & une 
tache temoin r6alis6 en mettant en oeuvre un ADN t&aoin du 
phage Lambda. 

Les essais d ' hybridation dans la mSthode de 
transfert par tache (dot-blot) ont 6t6 realises dans les 
conditions — de — faible — stringence — de — I'exemple — I-I- — En- 
utilisant k titre de sonde, le recombinant Lambda ROD 4 
contenant l'ADNc total de HIV 2. Les lavages ont ensuite 
ete faits successivement dans les conditions suivantes : 
2 x SSC, 0.1% SDS 4 25 *C. (Tm -42*C), 1 X SSC r 0.1 % SDS £ 
60'C. (Tm -20"C), et 0.1 x SSC r 0.1% SDS a 60'C. 
(Tm -3*C) . 

Les taches representees ont et6 obtenues apr&s 
exposition radiographique pendant 1 nuit. 
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EXEMP&E IV 

r»*+ di P ^nstic in vitro de ]a Presence flu visuff 
HTV-2 aan ? m* milieu bioloaicrue. 
MATERIEL ET METHPDES 
PATIENTS 

Les patients infect6s par HIV-2 ont 6t6 s6- 
lectionn6s parmi des personnes admises & l'h&pital Egas 
Moniz de LISBONNE pour hospitalisation ou pour consul- 
tation, entre septembre 1985 et septembre 1986. 

Pour realiser cette selection, tous les individus 
d'origine africaine ou ayant s6journ6 en Afrique ont subi 
un test s6rologique & la fois pour rechercher la pr6sence 
d'anticorps contre HIV- 1 (immuno-f luorescence-IFA- et/ou 
ELISA) et contre HIV-2 (IFA) . Seuls les patients pour 
lesguels on a prouv6 sfirologiquement 1' infection avec 
HIV-2 ont 6t6 retenus dans cette 6tude. 
Tsolation du virus. 

Chez 12 patients, 1' isolation de HIV a 6t6 con- 
duite coxnme on le rappelle briSvement. Les lymphocytes 
p6riph6riques sanguins des patients (PBL) ont 6t6 stimulus 
avec PHA, cultivfis en coculture avec des PBLs normaux 
humains stimulus par PHA et maintenus en presence 
d 1 inter leukine-2 (IL-2). Les cultures ont 6t6 contr616es 
afin de rep6rer la presence 6ventuelle d'un effet cytopa- 
thogSnique (CPE) et afin de mesurer I 9 activity de trans- 
criptase inverse (RT) dans le surnageant. 
Test d 1 im munofluorescence (IFA) 

Des plaques IFA ont 6t6 pr6par6es comme suit : des 

cellules MOLT-4 infectees avec HIV-2 ont 6t6 lav^es 2 fois 

4 

dans PBS et 6tal6es sur des lames de verre IFA (10 cel- 
lules par puits), puis s6ch6es k 1'air et fix6es par de 
l'ac6tone k froid. Pour le test IFA, ces cellules ont 6t6 
soumises k une r 'action, le s6rum de test 6tant dilu6 k 
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1/10, pendant 45 9 & 37*C r ont 6t6 lavges, s echoes et sou- 
mises & une reaction avec de la f luoresc6ine conjuguee d 
des IgG r A, M anti-humaines de ch£vre (dilu6 k 1/100) 
pendant 30 minutes a 37 # C. Apres le lavage, les cellules 
ont 6t6 color 6es avec du bleu Evans r & 0,006% r montees 
dans un melange de 90% de glycerol, 10% de PBS et 
examinees au microscope & fluorescence. 
ELISA 

Certains scrums de patients ont 6t6 examines pour 

determiner la presence d'anticorps anti-HIV-1 en utilisant 

les tests serologiques disponibles dans le commerce sous 

la denomination ELAVIA (Pasteur Diagnostics) ou ABBOTT . 

Test de radio-immunopr6cipitation (RIPA) 

Des cellules CEM infect&es avec HIV-1 ou HIV- 2 ont 

3 5 

6te cultivees en presence de S cysteine (200 microCi/ml) 
pendant' 16 heures. Le surnageant a 6t6 recueilli, les 
particules virales ont 6te centrif ugees et lys&es sur un 
tampon RIPA (Tris-HC1 50mM pH 7,5, NaC1 150mM, EDTA 1mM, 
1% Triton X100, Sodium deoxycholate 0.1%, SDS 0,1%). Pour 
chaque reaction, 50 microlitres de lysat dilu& corres- 
pondant & 10^ cpm ont 6t6 mis en reaction avec 5 micro- 
litres d'un serum test pendant 18 heures & 4*C. Des 
complexes immuns ont ete lL6s gr&ce & une protSine A fix6e 
sur du S6pharose PHARMACIA lav6s , et 61u6s pendant une 
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Ebullition de 2 minutes. Les antig&nes elu6s ont 6t6 
analyses par £lectrophor£se sur gel SDS-polyacrylamide et 
par autographie. 
Hybridation Dot-blot 

Des virus isolds dans des PBLs de patients ont et6 
centrif ug6s et lys6s dans Tris-HCl 10mM pH 7.5, NaCl 10mM, 
EDTA 1mM, SDS 0.5%. Un microlitre de chaque lysat, c- 
orrespondant 4 une activity RT de 50.000 cpm a 6t6 d6pos6 
sur un support de nitrocellulose. Une hybridation et un 
lavage ont 6t6 r£alis£s dans des conditions de forte 
stringence: hybridation dans 6X SSC, 5X Denhart, 50% de 
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formamide, pendant 18 heures & 42*C ; et lavage dans 0.1X 
SSC, 0.1* SDS & 65 # C. On a utilise des sondes HIV-1 et 
HIV-2, marqudes au 32p (activit6 sp6cifique de 10 
cpm/microgranune) . La sonde HIV-1 correspond au genome 
complet de I'isolat LAV^, et la sonde HIV-2 derive d'un 
ADN clon6 de 2 kilobases de I'isolat LAV-2 Ra) . 
RESULTATS 

Populati on des patients 

* 30 patients chez lesquels on d£celait une in- 
fection par HIV-2 par mise en 6vidence s€rologique ou 
virale, ont 6t6 6tudi6s. Parmi ces 30 patients on comptait 
12 hommes et 18 femmes. La moyenne d'dge 6tait de 35 ans 
pour un intervalle de 11 k 55 ans. Tous les patients 
except^ 1, 6taient rest6s plusieurs annSes en Afrique de 
l'Ouest : 26 6taient n6s et vivaient en Guin&e-Bissau et 2 
6taient originaires des lies du Cap-Vert. 1 patient 6tait 
un gargon de 11 ans de 1' Angola, qui avait v6cu dans les 
lies du Cap-Vert pendant plusieurs ann£es . Le seul 
europ6en de la population 6tudi6e 6tait un Portugais de 40 
ans qui avait v&cu pendant 8 ans au Zaire, ma is d£mentait 
tout s6jour en Afrique de l'Ouest. 

Presentation Ql\nx<ms 

Parmi les 30 patients, 17 avaient un SIDA, 
conformement aux crit&res reconnus CDC. Le symptfcme majeur 
chez ces patients &tait la diarrh£e chronique, accompagn&e 
dans la plupart des cas d'une perte de poids de plus de 10 
kg. en 1 an. Chez 10 patients la diarrh£e 6tait associee 
avec la presence d'une infection intestinale soudaine ; 
pour 7 cas, 1' agent pathogdne 6tait le seul Isospora 
belli, 1 patient &tait atteint uniquement par 
Cryptosporidium et 2 avaient & la fois les 2 agents 
pathogenes. Dans 3 cas, aucun agent pathogSne intestinal 
inattendu n'a 6te r£v61£. Parmi les 17 cas de malades at- 
teints de SIDA, on a diagnostiqufe ch z 8 des candid ses 
oesophagiennes. 6 pati nts atteints du SIDA pr^sentaient 
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des symptdmes respiratoires . Une tuber culose pulmonaire a 
6t6 diagnostiqufee chez 2 d'entxe eux et une microbactfirie 
diff6rente non identifi6e a 6t6 d6cel6e chez l'un d'entre 
eux. 

2 patients souffraient d'une aspergilose pulmonaire 4 la 
suite d'une tuberculose. 2 autres patients atteints du 
SIDA pr^sentaient des phases r^curxentes de pneumonie sans 
identification de 1* agent pathogene, et 1 patient avait 
une pneumonie du type Pneumocystis carinii f qui fut dia- 
gnostiqu6e uniquement post-mortem. Quatre des 17 patients 
atteints du SIDA avaient un sarcome de Kaposis: dans 3 cas 
il est apparu comme limit6 k la peau et chez un autre 
patient un examen post-mortem a rev616 des lesions 
diss6min6es au niveau visceral. Des d£sordres du systdme 
nerveux central sont apparus chez 2 patients atteints du 
SIDA : 1 avait un lymphome c£r6bral, et 1' autre avait une 
enc£phalite subaigue de cause inconnue. 

4 patients presentaient les symptomes du complexe lie au 
SIDA (ARC) : 

2 avaient des lymphad6nopathies diffuses avec fidvre 
persistante, 1 avait une diarrh6e chronique avec perte de 
poids, et 1 avait des phases r^currentes de bron- 
chopneumonie et des lymphadenopathies multiples . 

Parmi les 9 patients restants, 6 n' avaient aucun 

symptSme rattachable A 1' infection par HIV, 1 6tait 
atteint uniquement d'une tuberculose pulmonaire , 1 avait 
uniquement des lymphadenopathies diffuses persistantes et 
1 prfisentait une syphillis neurologique. Pendant la p6- 
riode d'6tude de 12 mois, 7 patients sont morts, tous 
presentant un SIDA. 
fitufle §§xQlQqicme 

Chaque patient fait I'objet d'au moins un test 
sSrologique pour rechercher la presence d'anticorps contre 
A la fois HIV-1 et HIV-2. Tous les scrums des patients ont 
ete t st6s par test IFA afin de reperer les anticorps 
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contre HIV-2 et tous se sont r6v616s positifs. Parmi eux, 
21 furent aussi testes pour les anticorps contre HIV-2 par 
un test RIPA : tous ont pr6cipit6 de fagon claire la 
glycoprotfiine de haut poids molfeculaire de l'enveloppe du 
virus, d6sign6e par gp140 r et 16 d'entre eux ont r6agi 
6galement avec la protfeine majeure du noyau p26, alors 
qu'une seulement r6agit avec une autre prot6ine virale du 
noyau, d6sign6e par p16. 

Dans ces s£rums on a recherch6 la presence d* an- 
ticorps pr6sentant des reactions croisfees avec HIV-I en 
utilisant les diffferents tests. Un test I FA a 6t6 utilisfe 
pour 24 sferums : 12 sont nfegatifs, 10 sont faiblement 
reactifs, et 2 positifs. Dans un test ELISA, 21 sferums ont 
6t6 testes : 16 6taient negatifs, et 5 6taient positifs. 
Finalement, on a recherche dans 11 sferums la presence 
d' anticorps contre les proteines de HIV-1 par la mfethode 
RIPA. 

3 d'entre eux n'ont absolument pas r6agi, et ceci avec 
aucune protfeine virale, 2 seulement ont pr§cipit6 avec la 
protfeine p34, issue du gene pol, et 5 ont rfeagi avec la 
protfeine p25, protfeine majeure du noyau. 2 scrums ont 
r6agi seulement faiblement avec la glyco-prot6ine gp110 de 
l'enveloppe du virus HIV-1. Ces deux sferums ainsi que tous 
les sferums positifs lors des tests IFA ou ELISA concernant 
les anticorps anti HIV-1 ont rfeagi fortement avec la gp140 
de HIV-2 dans un test RIPA, indiquant une infection avec 
HIV-2 plutdt qu'avec HIV-1. Seulement 1 patient, qui n'est 
pas inclu dans la population 6tudi6e, a 6te reconnu s6ro- 
logiquement comme 6tant infect6 par HIV-1 et non par 
HIV-2. Ce patient 6tait une femme de 21 ans de 1'Afrique 
Centrale (lie Sao Tome) prfesentant un SIDA. 

SpojutAQn du vim? 

L' isolation des virus dans les lymphocytes 
p£riph£riques du sang a fete pratiqufie sur 12 patients. Un 
HIV a 6t6 isol6 chez 11 d'entre deux, gr&ce k la presence 
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d'un effet cytopathog6nique, et & la mesure d'un pic des 
parti cules associ&es & 1* activity de -transcriptase inverse 
dans les surnageants de culture. 

Ces 11 isolats ont 6te identifies comme £tant des 
5 isolats de HIV- 2 en utilisant la technique d 1 hybridation 
"dot-blot" . Les taches virales obtenues & partir de 10 
isolats ont montr£ une hybridation forte dans les condi- 
tions stringentes d 1 hybridation et de lavage avec une 
sonde HIV-2 deriv6e d'un ADNc clon& de HIV-2, alors 

-JO qu'aucune d'entre-elles n'hybridait avec les sondes HIV-1 
dans les memes conditions. Un isolat hybridait seulement 
faiblement avec une sonde HIV-2, mais n' hybridait pas avec 
une sonde HIV-1. 
EygguatiQE jimunpipqigu^ 

-j 5 13 patients ont 6t6 Studies pour ^valuer le nombre 

de leurs lymphocytes circulant identifies comme Stant des 
cellules T auxiliaires (helper) (CD4+) et le rapport de : 
cellules T auxiliaires /cellules T suppresseur. Parmi ces 
patients, 11 avaient un SIDA : leurs nombres de cellules T 

2Q auxiliaires 6tait de 243 4 300 par microlitre, et leur 
rapport cellules T auxiliaires/ cellules T suppresseur 
moyen 6tait de 0,25 & 0,15. 1 patient prSsentait des 
signes cliniques de ARC, avait un nombre de lymphocytes T 

helper de 240/microlitre et un r atio de 0,18. Un autre 

25 patient, present ant une syphillis neurologique et aucun 
symptdme lie de fagon 6vidente & HIV, avait un nombre de 
lymphocytes T helper de 690 par microlitre et un ratio de 
0.82. 

PigqPggiQH 

30 Dans cette 6tude, 1' infection par HIV-2 a 6t6 mise 

en Evidence chez 30 patients africains d'Afrique de 
I'Ouest presentant soit un SIDA, soit des symptanes du 
complexe ARC ou n f ayant aucun signe clinique rattach6 au 
SIDA. Les rSsultats permettent nSanmoins de conclure du 

35 fait que HIV-2 doit gtre consider 6 comme un agent 
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ethiologique majeur du SIDA chez les patients d'Afrique de 
l'Ouest. Les resultats serologiques et viraux qui ont ete 
observes indiquent que 1' infection par HIV-2 n'etait pas 
souvent associee avec une infection par HIV-1 parmi ces 
patients . 

En depit de differences antigeniques et genetiques 
importantes, HIV-1 et HIV-2 presentent un tropisme 
similaire pour les lymphocytes T CD4+, ont des effets 
cytopatogenes similaires, une morphologie similaire, et 
partagent des epitopes d ' immunoreaction communs pour 
certaines de leurs proteines constitutives . 

Dans la mesure ou tous les patients d'Afrique de 
l'Ouest, infectes avec HIV et etudies ici ont ete reconnus 
comme etant infectes par HIV-2 alors qu'aucun n'etait 
infecte par HIV-1, le nouveau virus HIV-2 pour rait etre la 
cause majeure du SIDA en Afrique de l'Ouest. 

Les symptdmes du SIDA lies a HIV-2 ne sont pas 
differents de ceux du SIDA lies a HIV-1 en Afrique Cen- 
trale : Le symptdme le plus commun consiste dans des 
diarrhees chroniques, avec perte importante de poids, 
troubles dUs la plupart du temps a Isospora belli et/ou 
Cryptosporidium. La frequence d'autres infections sou- 
daines, telles que des candidoses, des microbacteries 
(incluant M. tuberculosis) et des toxoplamoses comparable 
a ce que l'on reconnaissait chez les Africains atteints 
d'un SIDA lie a HIV-1. La pneumonie du type Pneumocystis 
carinii, consid6ree comme une complication tres commune 
chez les malades atteints du SIDA aux USA et en Europe, a 
ete decelee seulement une fois lors de notre etude, et des 
meningites de type cryptococcal n'ont pas ete detectees. 

Neanmoins, les anomalies immunologiques deceives 
parmi des patients atteints de SIDA lie a une infection 
par HIV-2 sont identiques 4 celles decrites lors de SIDA 
lie a HIV-1 . 
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Parmi les 30 patients qui possedaient dans leur 
serum des anticorps r6agissant avec les antigenes HIV-2, 
seuls 7 d'entre-eux avaient des anticorps spficifiques 
contre HIV-1 dfrtectables par des tests IFA ou ELISA. Lors 
d'un test RIPA r on observe que ces 7 patients pr^sentent 
des anticorps r^agissant contre les prolines majeures du 
noyau p25 (HIV-1) ou pfc6 (HIV-2), 

qui ont en commun des Epitopes fortement immunor£actif s . 5 
patients ne presentent pas de tels anticorps : ces 5 
patients ont des reponses negatives & des tests ELISA 
vis-&-vis de HIV-1, 2 d'entre eux ont des r6ponses ne- 
gatives a des tests IFA et 3 d'entre eux ont des r6ponses 
trds faibles. Cependant, bien que certains d'entre eux 
n'aient pas 6t6 totalement 6tudi6s, 9 patients ont et6 
observes qui possedaient dans leur s6rum des anticorps de 
la prot6ine virale p26 du noyau de HIV-2 et qui prSsen- 
taient une reaction faible ou une reaction negative k des 
tests IFA ou ELISA sp6cifiques de HIV-1. Ces resultats 
font ressortir 1 1 importance de 1 1 incorporation d'antigdne 
HIV-2 dans des tests sferologiques HIV utilises en Afrique 
et peut-^tre dans d'autres endroits. 

Un retrovirus a 6t6 isolfe des lymphocytes p6ri- 
pheriques de 11 patients. Dans tous les cas la croissance 
virale a 6t6 obtenue en 2 semaines, caract§ris6e par la 
presence d'une activity de transcriptase inverse dans le 
surnageant de culture et par un effet cytopatog6nigue . 
Cependant, cet effet cytopatogenique est apparu d 1 impor- 
tance variable pour les differents isolats ; certains 
isolats pr6sentaient un nombre important de syncytia de 
grande taille accompagne d'une lyse cellulaire importante, 
alors que d'autres presentaient seulement peu de syncytia 
de taille limit^e, et affectant rarement la viabilite de 
la culture. 

Tous les ARNs sauf celui d'un unique isolat 
hybrident avec une sonde d6riv6e d'un ADNc clon£ de HIV-2 
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representant la terminaison 3' du genome, dans des 
conditions de fortes stringences. Aucun n' hybride avec une 
sonde HIV-1 dans les memes conditions. Ceci demontre que 
les isolats infectant ces patients appartiennent au n4me 
type de virus. Un isolat seulement hybride ntais rarement 
avec une sonde HIV-2 a la fois dans des conditions de for- 
te et de faible stringence, et n' hybride pas avec HIV-1. 
Ce virus a cependant ete isole chez un patient possedant 
dans son serum des anticorps capables de reagir avec tous 
les antigenes de HIV-2 lors d'un test RIPA. 

D'une facon generale, 1* invention concerne, outre 
le virus HIV-2 et ses variants, tout virus equivalent 
infectieux pour l'homme presentant des caracteristiques 
immunologiques propres au HIV-2. D'une facon generale, 
1' invention concerne tout virus qui, outre les proprietes 
que possede les virus HIV-2 deposes a la CNCM, presente 
encore les caracteristiques suivantes. 

La cible pref erentielle du retrovirus HIV-2 est 
constituee par les cellules Leu 3 (ou lymphocytes T4) 
humaines et pour des cellules "immortalisees" derivees de 
ces lymphocytes T4, par exemple les cellules des lignees 
HDT-78 considerees dans le cadre de cette demande. En 
d'autres termes, il a un tropisme specif ique pour ces 
cellules. II peut e"tre cultive dans des lignees permanen- 
tes du type HUT, CEM, MOLT ou analogue exprimant la 
proteine T4. II n'est pas infectieux pour les lymphocytes 
T8. II est cytoxique pour les lymphocytes T4 humains. Le 
caractere cytopathique des virus HIV-2 a l'egard des 
lymphocytes T4 se manifesto notamment par 1' apparition de 
cellules multinuclees . II a une activite de transcriptase 
inverse necessitant la presence d'ions Mg 2+ et presentant 
une forte af finite pour le poly (adenylate-oligodeoxy- 
thymidylase) (poly (A)-oligo 

(dT) 12-18). II a une densite d'environ 1,16 dans un 
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gradient de sucrose* II a tin diamdtre moyen de 140 
nanometres et un noyau ayant un diam&tre moyen de 41 
nanometres, Les lysats de ce virus contiennent une pro- 
line p26 qui ne croise pas immunologiquement avec la 
prot6ine p24 du virus HTLV-I ou du virus HTLV-II. Ces 
proteines p26 presentent done un poids moleculaire un peu 
plus elevee (d 1 environ 1000) que les p25 correspondantes 
des HIV-1 et un peu mo ins eiev6ed (de nouveau de l'ordre 
d* environ 1000} que les p27 correspondantes des SIV, Les 
lysats de HIV-2 contiennent en outre une proteine p16 qui 
n'est pas reconnue immunologiquement par la proteine p19 
de HTLV-I ou de HTLV-II dans des essais de radioimmuno- 
pr^cipitation RIPA (abreviation de I 1 expression anglaise 
"radioimmunoprecipitation assay"). lis contiennent en 
outre une glycoprot6ine d'enveloppe ayant un poids 
moleculaire de l'ordre de 130.000-140.000 qui ne croise 
pas immunologiquement avec la gp110 du HIV-1, mais qui, 
par contre, croise immunologiquement avec la glycoprot6ine 
d'enveloppe gp140 de STLV-III. Ces lysats contiennent 
encore des proteines ou glycoproteines f marquables par la 
35 S-cysteine r ayant des poids moieculaires respectivement 
de l'ordre de 36.000 et 42.000-45.000. L'ARN g6nomique de 
HIV-2 n'hybride pas avec l'ARN genomique de HIV-1 dans des 
conditions stringentes. Dans des conditions non strin- 
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gentes, il n'hybride, ni avec la sequence nucieotidique 
deriv6e de HIV-1 et contenant le gene env et le LTR qui le 
jouxte. En particulier il n'hybride pas avec la sequence 
de nucleotides 5290-9130 de HIV-1, ni avec des sequences 
de la region nol du genome de HIV-1, en particulier avec 
la sequence de nucleotides 2170-2240. Dans des conditions 
non stringentes, il hybride faiblement avec des sequences 
de nucleotides de la region de HIV-1 , notamment les 
sequences de nucleotides 990-1070 et 990-1260. 

Il est k remarquer que tout retrovirus inf ctieux 
pour 1'homme susceptible d'induire un SIDA ayant les 
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propri6t6s essentielles susdites t dont l'ARN g6nomique 
est susceptible de s'hybrider dans les conditions 
stringentes avec ceux des souches virales de HIV-2 
depos6es & la C.N. CM. (ou avec un cADN ou fragment de 
cADN derives de ces ARNs g^nomiques doit fetre considers 
comme un equivalent de HIV-2. 

L 1 invention concerne encore chacun des antig&nes, 
notamment prolines et glycoproteines & l'6tat purifi6 # 
tels qu'ils peuvent 4txe obtenus & partir de HIV-2. On 
parle de prolines ou glycoproteines "purif iees" lorsque 
ces prolines ou glycoproteines ne conduisent respecti- 
vement qu'4 des bandes uniques en eiectrophorese sur gel 
de polyacrylamide, notamment dans les conditions exp6ri- 
mentales qui ont et6 indiqu^es plus haut. Tout proc6d6 
appropri6 de separation et/ou de purification pour obtenir 
chacune d'entre elles peut etre utilise. On mentionnera & 
titre d'exemple de technique pouvant etre raise en oeuvre 
celle d6crite par R.C. MONTELARO et Coll., J. of Virology, 
juin 1982, pp. 1029-1038. 

D'une fagon g6n6rale, 1' invention concerne tous 
antigdnes, notamment proteines, glycoproteines ou polypep- 
tides issus d'un HIV-2 et ayant des propri6t6s 
immunologiques 6quivalentes & ceux ou celles du HIV-2. 
Deux antigenes sont dits "equivalents" dans le cadre de 
cet expose, des lors qu'ils sont reconnus par les mines' 
anticorps, notamment d'anticorps isolables & partir d'un 
serum obtenu 4 partir d'un patient ayant fait une 
infection avec un HIV-2, ou dds lors qu'ils r6pondent aux 
conditions w d' equivalence immunologique" indiqu6es 
ci-apres . 

Parroi les polypeptides, proteines ou glycoprotfii- 
nes Equivalents, doivent Stre ranges des fragments des 
antigdnes qui precedent (ou des ppeptides reconstitu6s par 
synthase chimique), des lors • qu'ils donnent lieu & des 
reactions immunologiques crois£es avec les antig&nes dont 
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ils sont d6riv6s. En d'autres termes, 1' invention concerne 
tout polypeptide ay ant, en commun avec les susdits anti- 
gSnes, des Epitopes identiques ou semblables, susceptibles 
d'etre reconnus par les m&mes anticorps. Font partie de ce 
dernier type de polypeptides les produits d' expression de 
sequences correspondantes des ADNs codant pour les 
sequences polypeptidiques correspondantes. 

Le virus HIV-2 s'est av6r6 utilisable comme source 
d'antig&nes pour la detection d' anticorps chez toutes 
personnes ay suit 6t6 mises en contact avec le virus HIV-2. 

D'une facon g6n6rale, 1* invention concerne toute 
composition utilisable pour le diagnostic de la presence 
dans un s6rum fluide biologique, notamment de personnes 
ayant 6t6 mises au contact de HIV-2, d' anticorps contre 
l*un au moins des antigdnes de HIV-2. Cette composition 
peut £tre appliquee au diagnostic s61ectif de la variety 
correspondante du SIDA, en mettant en oeuvre les techni- 
ques de diagnostic, telles que dfecrites dans la demande de 
brevet europ6en citee ci-dessus, si ce n'est que l'on 
utilise des extraits, lysats ou encore antig&nes purifi6s 
de HIV-2 au lieu de ceux de HIV-I. A cet 6gard, 1* inven- 
tion concerne plus particuli£rement des compositions con- 
tenant I'une au moins des proteines p12, p16 r p26, s'agis- 

— sant — des — proteines — internes, ou — 1-Lune — au — moins — des 

glycoprot6ines p36 ou gp140. On mentionnera a titre 
d'exemples de compositions, celles qui contiennent 
simultan&nent : 

- la p26 et la gp36, 

- la p26, les p36 et gp140 

- les p!2, p16 et p26, 

- les p!6, p26 et gp 140 

II va de soi que ces compositions n'ont que valeur 
d'exemples. En parti culier, 1' invention concerne les ex- 
traits ou lysats viraux contenant 1 K ensemble de ces pro- 
teines et/ou glycoproteins ou toutes fractions dont 



0239425 



51 

auront au prealable 6te s6par6es une ou plusieurs des pro- 
teines ou glycoprot6ines susdites. 

L 1 invention concerne encore des compositions asso- 
ciant des prolines et/ou glycoprot6ines d'un HIV-2, avec 
des prolines et/ou glycoproteines d'un HIV-1, par 
exemple : 

- soit des prot6ines du noyau (core) de HIV-1 et 
de HIV-2, notamment les p25 d'un HIV-1 et p26 d'un HIV-2, 
ou encore soit la p18 d'un HIV-1 et la p16 d'un HIV-2, 

- soit des glycoproteines d'enveloppe d'un HIV-1 
et des glycoproteines d'enveloppe d'un HIV-2, notamment la 
gp110 de HIV-1 et la gp140 de HIV-2, ou encore la p42 de 
HIV-1 et la p36 ou p42-45 de HIV-2, 

- soit naturellement des melanges de prolines 
et/ou glycoproteines d'un HIV-1 et de prolines et/ou 
glycoproteines d'un HIV-2. 

De telles compositions, utilis6es pour le diag- 
nostic, permettent par consequent des operations de diag- 
nostic du SIDA ou des symptdmes qui lui sont associ6s, qui 
s'etendent sur un plus large spectre des agents etiologi- 
ques responsables. II va sans dire que 1 'utilisation pour 
les operations de diagnostic de compositions qui ne con- 
tiennent que des prot6ines et/ou glycoproteines de HIV-2 
n'en reste pas moins utile pour des diagnostics plus s6- 
lectifs de la cat6gorie de retrovirus qui peut fetre tenue 
pour responsable de la maladie. 

L 1 invention concerne encore les ADNs ou fragments 
d'ADNs, plus particulierement ADNs et fragments d 1 ADNs 
clones obtehus k partir de I'ARN ou de cADNs d6riv6s de 
l'ARN du retrovirus HIV-2. L' invention concerne encore 
particulierement tous ADNs equivalents, notamment tout ADN 
pr6sentant des homologies de sequences avec 1 'ADN du 
HIV-2, en particulier avec les s6quenc s codant pour les 
regions env et poI de la souche de HIV-2 d6pos6e & la 
C.N. CM., au moins 6gales k 50%, de preference & 70%, et 
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plus avantageusement encore i 90 D'une fagon gEnErale, 
on dira encore que 1' invention concerne tout ADN (ou ARN) 
Equivalent capable d'hybrider avec 1 'ADN ou 1 1 ARN du HIV-2 
dans la technique du "spot blot" dans des conditions non 
stringentes telles que d&finies ci-dessus. 

L ' invention concerne de la mdme fagon les scrums 
susceptibles d'etre produits chez 1' animal par inoculation 
4 celui-ci de HIV-2. L' invention concerne done plus par- 
ticulidrement les anticorps polyclonaux plus spEcif ique- 
ment orientEs contre chacun des antigEnes, notamment pro- 
tEines ou glycoprotEines du virus. Elle concerne aussi les 
anticorps monoclonaux qui peuvent Etre produits par des 
techniques classiques r ces anticorps monoclonaux Etant 
orientEs respectivement plus spEcifiquement contre les 
diffErentes protEines du HIV-2. 

Ces anticorps polyclonaux ou monoclonaux sont uti- 
lisables dans diffErentes applications. On mentionnera 
essentiellement leur utilisation pour neutraliser les 
protEines correspondantes r voir inhiber 1 ' inf ectivitE du 
virus entier. lis peuvent Egalement Etre utilises, par 
exemple, pour mettre en Evidence des antigEnes viraux dans 
les preparations biologiques ou pour realiser des opera- 
tions de purification des protEines et/ou glycoproteins 
correspondantes, par exemple par leur utilisation dans des 
colonnes de chromatographic d'affinitE. 

II est entendu que, d'une facon gEnErale, la lit- 
erature technique disponible (notamment celle dont les 
references bibliographiques sont rappelEes dans le cadre 
de la presente description) en ce qui concerne le HIV-1 et 
le virus dEnommE HTLV-III doit Etre considErEe comme 
faisant partie de la presente invention, des lors que les 
techniques decrites par cette littErature s'appliquent 
dans des conditions semblables 4 I'isolement du virus 
HIV-2 ou de virus Equivalents, a I'obtention & partir de 
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ces virus de leurs diff&rents constituants (notamment pro- 
twines, glycoprot6ines , polypeptides, acides nucl£iques). 
On peut 6galement faire appel aux enseignements de cette 
litt6rature technique pour ce qui est de 1 'application des 
diff&rents constituants concernes, notamment & des opera- 
tions de diagnostic des formes correspondantes de SLA ou 
de SIDA. 

La pr6sente invention concerne plus particuli£re- 
ment un proc6d6 de diagnostic In vitro du SIDA, qui com- 
prend la mise en contact d'un serum ou d'un autre milieu 
biologique provenant d'un malade faisant l'objet du diag- 
nostic avec une composition contenant l'une au moins des 
prot£ines ou glycoprot^ines du HIV-2, ou encore un extrait 
ou lysat du virus, et la detection de la reaction immuno- 
logique. Des exemples de telles compositions ont 6t6 
indiqu6s plus haut. 

Des m6thodes pref£r£es mettent en jeu par exemple 
des reactions immunoenzymatiques de type ELISA ou d'immu- 
nof luoresence. Les titrages peuvent €tre des mesures par 
immunofluorescence directe ou indirecte ou des dosages 
immunoenzymatiques directs ou indirects. 

Ainsi la pr&sente invention est 6ga lenient relative 
a des extraits de virus (soit d'un extrait d'un ou plu- 
sieurs HIV-2 seulement, soit d'un melange d 1 extraits 
originaires d'un ou plusieurs HIV-2, d'une part, et d'un 
ou plusieurs HIV-1, d' autre part), ces extraits 6tant 
marquds. On peut utiliser tout type de marqueur appropri6 
: enzymatique, fluorescent, radioactif, etc.. 

De tels titrages comprennent par exemple : 
le dep6t de quantites d6termin6es de 1' extrait ou des 
compositions vis6es conformes & la pr£sente invention dans 
les puits d'une microplaque de titrage ; 

1 1 introduction dans ces puits de dilutions croissantes 
du s€rum contenant essentiellement les anticorps dont la 
presence doit §tre d£tect€e in vitro ; 
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- 1' incubation de la microplaque ; 

- le lavage soigneux de la microplaque avc un tampon ap- 
proprife ; 

- 1' introduction dans les puits de la microplaque d' anti- 
corps marques spfecifiques d ' immunoglobulines humaines, le 
marquage fetant realist par une enzyme choisie parmi celles 
qui sont capables d'hydrolyser un substrat de telle sorte 
que ce dernier subit alors une modification de son absorp- 
tion des radiations, au moins dans une bande de longueurs 
d'ondes determinfee et 

- la detection, de preference de fagon comparative par 
rapport a un t&aoin, de 1' importance de I'hydrolyse du 
substrat en tant que mesure des risques potentiels ou de 
la presence effective de la maladie. 

La presente invention est fegalement relative a des 
neessaires ou "kits" pour le diagnostic ci-dessus, les- 
quels comprennent : 

- un extrait ou une fraction plus purif i6e des types de 
virus indiques ci-dessus r cet extrait ou fraction 6tant 
marque, par exemple de facon radioactive t enzymatique ou 
immunofluorescence ; 

- des anti-immunoglobulines humaines ou une protfeine A 
_(fix£e de fa con avantag e use sur un support insoluble dans 

l'eau, tel que des billes d* agarose) ; 

- un extrait de lymphocytes obtenus i partir d'une 
personne en bonne sante ; 

- des tampons et, le cas 6ch6ant, des substrats pour la 
visualisation du marquage. 

De ce qui precede, il resulte que l 1 invention 
concerne le diagnostic du virus HIV-2 ou d'un variant 
grS.ce & la mise en oeuvre des sondes dfecrites prfecedemment 
dans un procfedfe faisant appel & diffferentes etapes 
rappelfies ci-apres, ces 6tapes £tant specif iquement pr6- 
vues pour faire apparaitre les proprifetfes caract6ristiques 
du virus HIV-2. 
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L ' invention concerne naturellement aussi l 1 uti- 
lisation des cADNs ou de leurs fragments (ou de recom- 
binants les contenant) en tant que sondes, pour le diag- 
nostic de la presence ou non de virus HIV-2 dans des 
6chantillons de s6rums ou d'autres liquides ou tissus 
biologiques obtenus k partir de patients suspect6s d'fetre 
porteurs du virus HIV-2, Ces sondes sont de preference 
marqu6es 6galement (marqueurs radio-actif s, enzymatiques , 
f luorescents , etc . ) . Des sondes particuliSrement 
interessantes pour la mise en oeuvre du proc6d6 de 
diagnostic du virus HIV-2 ou d'un variant de HIV-2 peuvent 
fetre caract6ris6es en ce qu' elles comprennent la totality 
ou une fraction de l'ADNc compiementaire du genome du 
virus HIV-2 ou encore notamment les fragments contenus 
dans les divers clones identifies ci-dessus. On 
mentionnera plus particuliSrement une fraction de l'ADNc 
de HIV-2 contenu dans le clone E2, plus particuliSrement 
la sequence de I'extr6mit6 3 1 (LTR) et/ou de l'extr€mit6 
5' de la sequence HIV du clone E2 pr6cite, ou encore 
l'ADNc contenant la region £n^# de l'ADNc du virus HIV-2. 

Les sondes mises en oeuvre dans ce proc6d6 de 
diagnostic du virus HIV-2 et dans les kits de diagnostic, 
ne sont en aucune facon r6duites aux sondes d6crites 
prec6demment. Elles comprennent au contraire toutes les 
sequences nucleotidiques issues du g6nome du virus HIV-2, 
d'un variant de HIV-2 ou d'un virus proche par sa 
structure, des lors qu' elles permettent la detection dans 
des fluides biologiques de personnes susceptibles de 
d6velopper un SIDA d'anticorps dirig6s contre un HIV-2. 
Naturellement 1' utilisation de sequences nucleotidiques 
issues d'un HIV-2, initialement infectieux pour l'homme, 
est n6anmoins pr6fer6e. 

La detection peut Stre realisee de toutes facrons 
en soi connues, notamment par une mise en contact de ces 
sondes soit avec les acides nucl6iques obtenus & partir 
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des cellules contenu s dans ces s€rums ou autr s milieux 
biologiques , par exemple liquides c€phalo-rachidiens , 
salive, etc., soit avec ces milieux eux-m£mes d&s lors 
que leurs acides nucl€iques auront 6t6 xendus accessibles 
k 1 1 hybridation avec ces sondes, et ce dans des conditions 
permettant 1 1 hybridation entre ces sondes et ces acides 
nucl£iques et par une detection de 1 1 hybridation 
Sventuellement produite. Le susdit diagnostic mettant en 
jeu des reactions d 1 hybridation peut 6galement 6tre rea- 
lise & I 1 aide de melanges de sondes respect! vement origi- 
naires d'un HIV-1 et d'un HIV-2, dSs lors qu'il n'est pas 
n£cessaire de faire une difference entre le type de virus 
HIV recherch6. 

D'une facon gen£rale r le proced6 de diagnostic de 
la presence ou non du virus HIV-2 ou d'un variant dans des 
6 chant i lions de s£rums ou d'autres liquides ou tissus 
obtenus d partir de patients suspectSs d'&tre porteurs du 
virus HIV-2 comprend les Stapes suivantes : 

1) la fabrication d'un sonde marquee, 

2) au moins une 6tape d' hybridation conduite dans 
des conditions stringentes, par mise en contact de l'ADN 
de cellules de 1 ' 6chantillon du patient suspect avec 
ladite sonde marqu&e sur une menmbrane appropri&e, 

3) le lavage de ladite membrane avec une solution 
assurant la conservation de ces conditions stringentes de 
1 ■ hybridation, 

4) la detection de la presence ou non du virus 
HIV-2 par une m&thode d 1 immunodetection . 

Dans un autre mode de realisation pr6f ere du 
proc6d§ selon 1* invention 1 1 hybridation pr£cit6e est 
conduite dans des conditions non stringentes et le lavage 
de la membrane est realise dans des conditions adapters a 
celles de 1* hybridation. 

L' invention concerne en particulier les virus 
HIV-2, caract€ris6s par le fait que leur ARN viral est en 
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correspondance avec un ADNc dont les regions contenant les 
gSnes gag et env comportent respectivement les sequences 
nucl6otidiques qui suivent ( GAGRODN et ENVRN) . Elles r6- 
sultent du s^quencage des regions correspondantes de 
l'ADNc correspondant au gfenome de HIV- 2 ROD. Elles sont 
mises en correspondance avec les acides amines qu' elles 
codent . 
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HetGlyAlaAr^AsnSerValLeuArgGlyLysLysAlaAspGlu 
AXGGGCGCGAGAAACXCCGXCIIGAGAGGGAAAAAAGCAGAXGAA 

LeaGluArglleArgLeuArgProGlyGlyLysLysLysXyrArg * 

TTAGAAAGAATCAGGXTAC GGCCC GGCGGAAAGAAAAAGXACAGG . 

• \ * . 

leuLysKisXleVallrpAlaAlaAsnXysLeuAspArgPlieGly 
CIAAAACAXAXXGXGXGGGCAGCGAAXAAAXXGGACAGAXXCGGA 

100 * • - * • 

LeuAlaGluSerLeuLeuGluSerLysGlttGlyCysGlnLysIle 
10 XXAGCAGAGAGCCIGXXGGAGXCAAAAGAGGGIXGICAAAAAAXX 

« » * • • 

LeuXhrValLenAspProHetValProXhrGlySerGluAsiiLeu 
CXXACAGXXXXAGAXCCAAXGGXACCGACAGGXXCAGAAAAXXXA 

200 • « • 

LysSerLeuPheAstiXhrValCysVallleXrpGysIleRisAla 
AAAAGICIXTIXAAXACXGICXGCGXCAXXIGGXGCAXACACGCA 

1D GluGluLysValLysAspXhrGluGlyAlaLysGlnlleValArg 
GAAGAGAAAGXGAAAGAXACTGAAGGAGCAAAACAAAXAGXGCGG 

* • T 300 - • ■ 

ArgHisLeuValAlaGluXbrGlyXhrAlaGluLysMetProSer 
AGACAXCTAGXGGCAGAAACAGGAACXGCAGAGAAAAXGCCAAGC 

XhrSerArgProXhrAlaProSerSerGluLysGlyGlyAsnXyr 
20 ACAAGTAGACCAACAGCACCATCTAGCGAGAAGGGAGGAAAXXAC 

400 

ProValGlnEIsValGlyGlyAsnXyrXhrHisIleProLeuSer 
CCAGXGCAACAXGXAGGCGGCAACXACACCCAXAXACCGCXGAGX 

ProArgThrLeuAsnAlaTrpValLysLeuValGluGluLysLys 
CCCCGAACCCXAAAXGCCXGGGXAAAAXXAGXAGAGG AAAAAAA G 

25 PbeGlyAlaGluValValProGlyPheGlnAlaLeuSerGluGly 
XXCGGGGCAGAAGXAGIGCCAGGAXXXCAGGCACTCXCAGAAGGC 

500 . • • • 

CysXhrProXyrAspIleAsnGlnHetLeuAsnCysValGlyAsp 
XGCACGCCCXAXGAIAXCAACCAAAXGCXXAAXXGXGIGGGCGAC 

*. . * * • . • 
HisGlnAlaAlaHetGlnllelleArgGluIlelleAsuGluGlu 
30 CAXCAAGCAGCCATGCAGAXAAXCAGGGAGAXXAXCAAXGAGGAA 

fiOO * 

AlaAlaGIurrpAspValGlnHisPrbXleProGlyProLeuPro^ 
GCAGCAGAATGGGAXGXGCAACAXCCAAXACCAGGCCCCIXACCA 

AlaGlyGlnLeuArgGlnProArgGlySerAspIleAlaGlyXhr 
GCGGGGCAGCXXAGAGAGCCAAGGGGAXCXGACAXAGCAGGGACA 

700 ' 

" XhrSerXhrValGluGluGlnlleGlnXrpHetPheArgPr Gin 

ACAAGCACACXAGAAGAACAGAXCCAGXGGAXGXIXAGGCCACAA 
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10 



AinProValP.roValGlyA»nIleIyrArgAr*TrpIleGlnIl« 
AAXCCXGXACCAGXAGGAAACAXCXAXAGAAGAXGGAXCCAGATA 

•- . • . 800 
GlyLeuGlaLysCysValArgMetTyrAsnProThrAsnlleLett 
GGAXXGCAGAAGIGXGXCAGGAXGIACAACCCGACCAACAXCCXA 

• • • • 

AspIleLysClnGlyProLysGluProPaeGlnSerTyrValAsp 

GACATAAAACAGGGACCAAAGGAGCCGTICCAAAGCTATGTAGAI 

900 

ArgPheXyrLysSerLeuArgAlaGluGlnXhrAspProAlaVal 
AGAXXCIACAAAAGCIXGAGGGCAGAACAAACAGAXCCAGCAGXG 

• • • • • • 

LysA'snTrpMetThrGlnThrLeuLeuValGlnAsnAlaAsnPro 

AAGAAIIGGAXGACCCAAACACXGCIAGXACAAAAXGCCAACCCA 



AspCysLysLeuValLeuLysGlyLeuGlyMetAsnProXhrLeu 
-•CACIGXAAAIXAGIGCIAAAAGGACIAGGGAXGAACCCXACCIXA 

1000 • . • • 

GluGluMetLeuIhrAlaCysGlnGlyValGlyGlyProGlyGln 

15 GAAGAGATGCXGACCGCCTGTCAGGGGGTAGGTGGGCCAGGCCAG 

•LysAiaArgI.euMetAlaGlttAlaLeuLy9GluVa"lIleGlyPro 
• AAAGCXAGAXXAAIGGCAGAGGCCCIGAAAGAGGICAXAGGACCT 

lioo - . 

AlaProIleProPheAlaAlaAlaGlnGlnArgLysAlaPhelya 
CCCCCIAICCCAXICGCAGCAGCCCAGCAGAGAAAGGCAIXXAAA 

20 cysTrpAsnCysGlyLysGluGlyHisSerAlaArgGlnCysArg 
TGCTGGAACTGTGGAAAGGAAGGGCACTCGGCAAGACAATGCCGA 

1200 

AlaProArgArgGlnGlyCysTrpLysCysGlyLysProGlyHiS 
GCACCTAGAAGGCAGGGCTGCTGGAAGTGTGGTAAGCCAGGACAC 

IleHetThrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyLeu 
05 ATCATGACAAACTGCCCAGAXAGACAGGCAGGTTTTTTAGGACTG 

... 1300 
GlyProTrpGlyLysLysProArgAsnPheProValAlaGlnVal 
GGCCCTTGGGGAAAGAAGCCCCGCAACTTCCCCCTGGCCCAAGTT 

' • • ' * I 

ProGlnGlyLeuThrProThrAlaProProValAspProAlaVal 

CCGCAGGGGCTGACACCAACAGCACCCCCAGTGGAICCAGCAGTG 

... • • • • • 

30 AspLeuLeuGluLysTyrHetGlnGlnGlyLyaArgGlnArgGlo 

GATCTACTGGAGAAATATATGCAGCAAGGGAAAAGACAGAGAGAG 

1400 • • " . 

GlnArgGluArgProTyrLysGluValThrGluAspLeuLeuHis 

CAGAGAGAGAGACCATACAAGGAAGTGACAGAGGACTTACTGCAC 

LeuGluGlnGlyGluThrPr TyrArgClnPr ProThrGluAsp 
35 CTCGAGCAGGGGGAGACACCATACAGGGAGCCACCAACAGAGCAC 

. . 1500 " • 

LeoLeuHisLeuAsnSerLeuPheClyLysAspGln 

TIGCTGCACCTCAATTCTCTCTTXGCAAAAGACCAG 
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MetMetAsuGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCys 
AXGAXGAAXCAGCXGCXXAXXGCCAIIXXAXXAGCXAGXGCIXGC 

• • • • 

LeaValXyrCysXhrGlnXyrVallhrValPheXyrGlyValPro 

TXAGXAXAXXGCACCCAAXAXGXAACXGXXXXCXAXGGCGXACCC 

• . • • • • 

IhrXrpLysAsnAlaXhrlleProLeuPheCysAlaThrArgAsii 
ACGXGGAAAAAXGCAACCAXICCCCXCXXXXGIGCAACCAGAAAX 

'r 100 • • * 

ArgAspXhrXrpGlyXhrlleGlnCysLeuProAspAsnAspAsp 
AGGGAXACXXGGGGAACCAXACAGXGCXXGCCIGACAATGAIGAX 

• • • • 

TyrGlttGluIlcThrLeuAsnValThrGluAlaPheAspAlaTrp 

XAXCAGGAAAXAACXTXGAAXGXAACAGAGGCXXXXGAXGCAXGG 

200 • . . • 

AanAsnThrValTtirGlttGlnAlalleGlttAspValTrpEisLeii 
AAXAATACAGXAACAGAACAAGCAAXAGAAGAXGXCXGGCAXCXA 

PheGluXhrSerlleLysProCysValLysLeuXhrProLeuCys 
TXCGAGACAXCAAXAAAACCAIGXGXCAAACXAACACCXIXAXGI 

300 

.ValAlaMetLysCysSerSerXhrGluSerSerXbrGlyAsnAsn 
GXAGCAAXGAAAXGCAGCAGCACAGAGAGCAGCACAGGGAACAAC . 

• • • 

ThrXhrSerLysSerXhrSerXhrXhrXhrXhrXhrProXhrAsp 
ACAACCXCAAAGAGCACAAGCACAACCACAACCACACCCACAGAC 

... • 400 

GlnGluGlnGluIleSerGluAspIbrProCysAlaArgAlaAsp 
CAGGAGCAAGAGAXAAGXGAGGAXACXCCAXGCGCACGCGCAGAC 

• • • • • 

AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluThrlleAsnCysGlnPhe 
AACXGCXCAGGAXXGGGAGAGGAAGAAACGAXCAAXXGCCAGXIC 

* • * • 

AsnUetXhrGlyieuGluArgAspLysLysLysGlnXyrAsnGlu 

AAX AX G A C AG G AXX A GAA AG AG AT A AGAAA AAA C AG XAX AAX G AA 

500 • • * 

XhrXrpXyrSerLysAspValValCysGluXhrAsnAstLSerXhr 
ACAX GG XA CX.CAAAA GAX GXG G XTXG X GAGA C AA AX AAXAG C AC A 

*"•--••*• • • 

AsnGlnXhrGlnCysXyrHetAsnEisCysAsnXhrSerVallle 
AAXCAGACCCAGXGXIACAXGAACCAXXGCAACACAXCAGXCATC 

. «, 600 « » 

XhrGluSerCysAspLysEisXyrXrpAspAlalleArgPbeArg 
ACAGAAXCAXGXGACAAGCACXATIGGGAXGCXAXAAGGXXXAGA 

• ■ • 

XyrCysAlaProPr GlyXyrAlaLeuLeuArgCysAsnAspXhr 
XACXGXGCACCACCGGGXIAXGCCCIATXAAGAXGXAAIGAXACC 
— 700 

ArnXy r SerG lyPhcAlaPr A saCy s S e r Ly s Va 1 Va 1A US er 
AAXXAXXCAGGCXXXGCACCCAACXGXXCXAAAGXAGXAGCXXCX 
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ThrCy aThrArgHe tMetG luThrG InThrSerThrTrpPheG iy 
ACATGCACCAGGATGATGGAAACGCAAACTTCCACATGGTTTGGC 
■ - • • • 800 

PtaeAsnGlyThrArgAlaGluAsnArgThrTyrlleTyrTrpHis 
XTTAATGGCACTAGAGCAGAGAATAGAACATATATCTATTGGCAT 

• • • • 

GlyArgAspAsnArgThrllelleSerLeuAsnLysTyrTyrAsn 

GGCAGAGATAATAGAACTATCATCAGCTTAAACAAATATTATAAT 

900 

LeuSer^euEisCy'sLysArgProGlyAsnLysThrValLy sGln 
CTCAGTTTGCATTGTAAGAGGCCAGGGAATAAGACAGTGAAACAA 

• • • • 

" IleHetLeuMetSerGlyHisValPheHisSerHisTyrGlnPro 
ATAATGCTTATGTCAGGACATGTGTTTCACTCCCACTACCAGCCG 

• • • • * 

IleAsnLysArgProArgGlnAlaTrpCysTrpPheLysGlyLys 
ATCAATAAAAGACCCAGACAAGCATGGTGCTGGTTCAAAGGCAAA 

• :.. , 1000 - • • - • 

TrpLysAspAlaMetGlnGluVa lLysThrLeuAlaLy sHisPro 
TGGAAAGACGCCATGCAGGAGGTGAAGACCCTTGCAAAACATCCC 

• • • • • • 

Afc&TyrArgGlyThrAsnAspThrArgAsnlleSerPheAlaAla 
AGGTATAGAGGAACCAATGACACAAGGAATATTAGCTTTGCAGCG 
1100 ... 
FroGlyLysGlySerAspProGluVa lAlaTyrMe tTrpThrAsn 
CCAGGAAAAGGC1CAGACCCAGAAGTAGCATACATGTGGACTAAC 

•. • • • • 

CysArgGlyGluPheLeuTyrCysAsnMetThrTrpPheLeuAsxi 

IGCAGAGGAGAGTTTCTCTACTGCAACATGACTTGGTTCCTCAAT 

1200 

TrpIleGluAsnLysThrHisArgAsnTyrAlaProCysHialle 
TGGATAGAGAATAAGACACACCGCAATTATGCACCGTGCCATATA 

• * • • * • 
LysGlnllelleAsnThrTrpHisLysValGlyArgAsnValTyr 
AAGCAAATAATTAACACATGGCATAAGGTAGGGAGAAATGTATAT 

. „ • 1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnSerThrValThr 
TTGCCTCCCAGGGAAGGGGAGCTGTCCTGCAACTCAACAGTAACC 

» « • • • • 

SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlnAsnAsnAsnGlnThrAsn 
AGCATAATTGCTAACATTGACTGGCAAAACAATAATCAGACAAAC 

• • • • 

IleThrPheSerAlaGluValAlaGluLeuTyrArgLeuGluLeu 
ATTACCTTTAGTGCAGAGGTGGCAGAACTATACAGATTGGAGTTG 

1400 • • 

GlyAspTyrLysLeuValGiuIieThrProIleGlyPheAlaPro 
GGAGATTATAAATTGGTAGAAATAACACCAATTCGCTTCGCACCT 
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ThrLysGluLysArsXyrScrSerAlaHisClyArgHisIhrArf 
ACAAAAGAAAAAAGATACTCCTCTGCTCACGGGAGACATACAACA 
1500 

ClyValPheValLettGlyPhcLeuGlyPhcLeuAlaThrAlaGly 
^GIGTGTTCGTGCTAGGGTTCTTGGGTTTTCTCGCAACAGCAGGT 

SerAiaHetGlyAlaArgAlaSerLeuXhrValSerAlaGlnSer 
XCXGCAAXGGGCGCXCGAGCGXCCCXGACCGXGXCGGCXCAGICC 

1600 

ArgXhrLeuLettAlaGlylleValGlnGlnGlnGlnGlnLeuLeii 
CGGACXXXACXGGCCGGGAXAGXGCAGCAACAGCAACAGCIGXXG 

• • • • 

AapValValLysArgGlnGlnGluLeuLeuArgLeuXhrValXrp 

CACGXGGXCAAGAGACAACAAGAACXGXXGCGACIGACCGXCXGG 

• . • 1700 
41yIhrLysAsiiLe*GlaAlaArgValXhrAlaIleGlttLysXyr 
CGAACGAAAAACCXCCAGGCAAGAGXCACXGCXAXAGAGAAGXAC 

LeuGlnAspGlnAlaArgLeuAsxiSerXrpGlyCysAlaPlieArg 
CXACAGGACCAGGCGCGGCXAAAXXCAXGGGGAXGXGCGXXXAGA 
. . • • 1800 

ClnValCysHisXhrXhrValProXrpValAsnAspSerLeuAla 
CAAGICXGCCACACXACXGXACCAXGGGXXAAXGAXXCCXXAGCA 

m • • • 

ProAspXrpAspAsnHetXhrXrpGlnGluXrpGluLysGlnVal 

tCTGACXGGGACAAXAXGACGXGGCAGGAAIGGGAAAAACAAGXC 

ArgTyrl/euG luA 1 aAs'nl 1 e S e r L y s S ¥r LeV G luGlnAl aG in 
CCCXACCXGGAGGCAAAXAXCAGXAAAAGXXXAGAACAGGCACAA 

1900 

tlaGlnGlnGluLysAsnMetXyrGluLeuGlnLysLeuAsnSer 
AXXCAGCAAGAGAAAAAXAXGXAXGAACXACAAAAAIXAAAXAGC 

._ ' 9 • • 5- 

XrpAspIlePheGlyAsnXrpPheAspLeuXhrSerXrpValLys 
XGGGAXAIXXXXGGCAAIXGGXXXGACXXAACCXCCXGGGXCAAC 
2000 

XyrlleGlnXyrGlyValLeuIlelleValAlaValXleAlaLeu 
XAXAXXCAAXAXGGAGXGCXXAIAATAGXAGCAGXAAXAGCXXXA 

♦ 

^rglleVallleXyrValValGlnMetLeuSerArgLeuArgLys 
AGAAXAGXGAXAXAXGXAGXACAAATGTXAAGXAGGCXTAGAAAG 

2100 

OLxXyrArgProValPheSerSerProProGlyXyrlleGlnCln 
^GCTAIACGCCXGXIXXCXCXXCCCCCCCCGGXXAXAXCCAAjCAC 
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IleEisIleKisLysAspArgGlyGlnProAlaAsnGluGlttirfar 
ATCCATATCCACAAGGACCGGGGACAGCCAGCCAACGAAGAAACA 

2200 

GluGluAspGlyGlySerAsaGlyGlyAspArgTyrTrpProTrp 
GAAGAAGACGGTGGAAGCAACGGTGGAGACAGATACTGGCCCTGG 

ProIleAlaTyrlleHisPheLeuIleArgGlnLeuIleArgLea 
CCGATAGCATATATACATTTCCTGATCCGCCAGCTGATTCGCCTC 

LeuThrArgLeuTyrSerlleCysArgAspLeuLeuSerArgSer 
ITGACCAGACTATACAGCATCTaCAGGGACTTACTATCCAGGAGC 

2300 . • • m 9 # 

PheLeuThrLeuGlnLeuIleTyrGlnAsnLeuArgAspTrpLeu 

XTCCTGACCCTCCAACTCATCTACCAGAATCTCAGAGACTGGCTG 
♦ 

ArgLeuArgThrAlaPheLeuGluTyrGiyCysGluTrpIleGln 
AGACTTAGAACAGCCTTCTTGCAATATGGGTGCGAGTGGATCCAA 

2400 • • • 

GluAlaPheGlnAlaAlaAlaArgAlaThrArgGluThrLeuAla 

GAAGCATTCCAGGCCGCCGCGAGGGCTACAAGAtfAGACTCTTGCG 

. • ♦ • 

GlyAlaCysArgGlyLeuTrpArgValLeuGluArglleGlyArg 

GGCGCGTGCAGGGGCTTGTGGAGGGTATTGGAACGAATCGGGAGG 

2500 

GlylleLeuAlaValProArgArglleArgGlnClyAlaGluIle 
GGAATACTCGCGGTTCCAAGAAGGATCAGACAGGGAGCAGAAATC 

• •. • * 

AlaLeuLeu*'**GlyThrAlaValSerAlaGlyArgLeuTyrGla 

GCCCTCCXGTGAGGGACGGCAGTATCAGCAGGGAGACTTTATGAA 

2600 

TyrSerHetGluGlyProSerSerArgLysGlyGluLysPheVal 
TACTCCATGGAAGGACCCAGCAGCAGAAAGGGAGAAAAATTTGTA 

GlaAlaThrLysIyrGly 
CAGGCAACAAAATATGGA 
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Comme dejd indique plus haul:, 1 1 invention concerne 
naturellement tous les HIV-2 dont les ARNs presentent des 
caracteristiques semblables, en particulier des regions 
aaa et env comportant des sequences ayant des homologies 
de sequence nucleotidique d'au moins 50% r de preference 
70% et plus avantageu semen t encore 90% avec les sequences 
trag et eny de HIV-2 ROD. 

L 1 invention concerne plus particulidrement les 
fragments d'ADNc qui codent respectivement pour les pro- 
fceines p16 f p26 et p12 et qui sont egalement indues dans 
GAGRODN. En particulier elle concerne les sequences s'6- 
tendant : 

- k partir du nucleotide 1 jusqu'au nucleotide 405 (codant 
pour p16) 

- a partir du nucleotide 406 jusqu'au nucleotide 1155 (co- 
dant pour p26) et, 

- a partir du nucleotide 1156 jusqu'au nucleotide 1566 
(codant pour p12) . 

Elle concerne aussi plus parti culierement le frag- 
ment d'ADNc codant pour la gp140 inclue dans ENVRN et s'6- 
tendant & partir du nucleotide 1 jusqu'au nucleotide 2574. 

Elle concerne egalement les sequences de nucleo- 
tides qui se distinguent des pr£c£dentes par des substitu- 
-tions_de_nucieotides-ittettant-d-profit-la-degen6resGenee-du- 
code g6netique, d£s lors que ces substitutions n'entral- 
nent pas une modification des sequences en acides amines 
que codent lesdites sequences de nucleotides. 

De in erne 1' invention concerne les proteines ou gly- 
coproteins dont les sequences en acides amines correspon- 
dent & celles qui decoulent des pages pr£c6dentes, ainsi 
que les peptides equivalents a savoir des peptides se dis- 
tinguant de ceux qui decoulent des pages prec£dentes par 
addition, substitution ou deletion d a acides amines qui 
n'affectent pas les proprietes immunologiques globales 
desdits peptides. 
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L ' invention concerne tout: particulidrement la 
glycoprot^ine d'enveloppe pr6sentant la sequence en acides 
amines qui d6coule de ENVRN. 

L' invention concerne 6galement une composition 
immunogfene caracteris6e en ce qu'elle est dos6e en anti- 
g&ne, tel que la gp 140 du virus HIV-2, de facon k per- 
mettre 1 'administration de doses unitaires de 10 k 500, 
notamment du 50 k 100 mg par kg de corps. 

Enfin 1' invention concerne un proc6d6 de fabri- 
cation de I'une des prot6ines susd6finies (p12 f p16 ou 
p26) ou d'une proteine ayant la structure de gp140, ou de 
parties d6termin6es de ces protdines, ce proc€d£ 6tant 
caract6ris6 par 1' insertion de la s6quence d'acide nu- 
clfiique correspondante dans un vecteur susceptible de 
transformer un hate cellulaire choisi et de permettre 
1' expression d'un ins6rat contenu dans ce vecteur, par la 
transformation de cet hdte choisi par ledit vecteur con- 
tenant ladite sequence nucl6ique, par la culture de l'hbte 
cellulaire transform^ et par la recuperation et la purifi- 
cation de la proteine exprim6e. 

Les techniques d6crites dans la demande de brevet 
europ6en 85.905.513 9 deposie le 18 Octobre 1985 pour la 
production de peptides ou de prot6ines consistant en des 
produits d' expression de sequences d' acides nucleiques 
deriv^es du g6nome de HIV-1 sont applicables 6galement k 
la production des susdits peptides ou proteines derives de 
Hiv-2. La description de cette demande de brevet europ6en 
doit Stre consider 6e comme faisant partie de la pr6sente 
demande en ce qui concerne les techniques. 

A titre indicatif, les poids mol&culaires th6o- 
riques (PM) des prot6ines de HIV-2 sont indiques, en com- 
paraison avec ceux de HIV-1. 
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EM des prolines de HIV-2 PM des prolines pour HIV-1 



en kd en kd 



qaa complet 58,3 aag complet 55,8 

p 16 15 p 18 14 r 9 

p 26 27,6 

p 12 15,8 

env 98,6 eny 97,4 

env externe 57,4 

env txansmem- 41,2 
branaire 



HIV-2 MIR et HIV-2 ROD ont 6galement 6t6 d£pos£s & 
la "National Collection of Animal Cell Cultures" (ECACC) & 
SALISBURY (Grande Bretagne) le 9 Janvier 1987 sous les 
numeros d'acc&s 87. 01.1001 et 87.-01.1002 respectivement. 

De plus, les plasmides pROD35 et pROD27 r 5 ont 6t6 
deposes & la "National Collection of Industrial Bacteria" 
(NCIB) & ABERDEEN (Grande Bretagne) le 9 janvier 1987 sous 
les num6ros d'acc£s respectifs 12.398 et 12.399. 

Toutes les publications auxquelles il a §te fait 
r6£6rence dans cette description doivent fetre consid6r6es 
comme-faisant~partie-de- cette-descriptionT 
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REVEND I CAT I ONS 

1 - Retrovirus HIV- 2 ou des variants de ce virus, 
ces retrovirus ayant des propriet6s infectieuses vis-d-vis 
des lymphocytes T4 humains, et les proprietes morphologi- 
ques et immunologigues essentielles de l'un des retrovirus 
d6pos6s a la CNCM sous les n* 1-502, 1-532, 1-642 et 
1-643. 

2 - Retrovirus purifie selon la revendication 1, 
caracteris6 par les proprietes suivantes : 

- la cible pr6f erentielle du retrovirus HIV-2 est cons- 
titu6e par les cellules Leu3 (ou lymphocytes T4) humaines 
et pour des lignees cellulaires permanentes derivees de 
ces lymphocytes T4 ; 

- il est cytotoxique pour les lymphocytes T4 humains qu'il 
infecte ; 

- il a une activite de transcriptase inverse necessitant 

2 + 

la presence d'ions Mg et presentant une forte activite 
pour le poly (adenylate-oligodeoxythylmidylase) (poly (A) - 
oligo(DT) 12-18) \ 

il a une densite d* environ 1,16 dans un gradient de 
sucrose ; 

- il a un diametre moyen de 140 nanometres et un noyau 
ayant un diametre moyen de 41 nanometres ; 

il peut etre cultive dans des lignees permanentes 
exprimant la proteine T4 ; 

- il n'est pas infectieux pour les lymphocytes T8 ; 

les lysats de ce virus contiennent une proteine p26 qui 
ne croise pas immunologiquement avec la proteine p24 du 
virus HTLV-1 ou du virus HTLV-2 ; 

ces lysats contiennent en outre une proteine p16 qui 
n'est pas reconnue immunologiquement par la proteine p19 
de HTLV-1 ou de HTLV-2 dans des essais de radioimmuno- 
precipitation ; 

ils contiennent en outre une glycoproteine d'enveloppe 
ayant un poids mol6culaire de l'ordre de 130.000-140.000 
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qui ne croise pas inununologiquement avec la gp110 du 
retrovirus HIV-1 ; 

- ces lysats contiennent encore une molecule, marquable 
par la 35 S-cyst6ine r ayant un poids moleculaire apparent 
de l^rdre de 36.000 ; 

- 1 'ARN gSnomique de HIV-2 n'hybride ni avec I'ARN g6- 
nomique, ni avec le gene env , ni avec les LTR de HIV-1 de 
HIV-1 dans des conditions stringentes ; 

- I'ARN g6nomique de HIV-2 hybride faiblement dans des 
conditions non stringentes avec des sequences de nucleo- 
tides de la region aaa du genome de HIV-1 . 

3 - Retrovirus selon la revendication 2 r carac- 
t6rise en ce que des lysats de ce retrovirus contiennent 
egalement une molecule ayant un poids moleculaire apparent 
de I'ordre de 42.000-45.000. 

4 - Retrovirus selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 & 3, caract6ris6 en ce que la sequence com- 
prenant la region R et la region U3 de la sequence com- 
prenant son ARN g6nomique contient une sequence nucl6oti- 
dique en correspondance avec la sequence de nucleotides : 



GAACAOTATACTTGGTCAGG^ 
ACTGCAGGGACTTTCCAGAAGGGGCTGTAACCAA 

G&GCTGGTGGGG^ 
' CA^CTACraC&CTCG 
"GATCTCTCCAGCACTAGACG 
* CCAGC^CTTGGCCGGTGCTGG^ 
; ACCircCTTAATAAAGOT 
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5 - Retrovirus selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 & 4, caract6ris6 en ce que son ARN g£nomique 
contient une sequence aacr en correspondance avec la 
sequence de nucleotides : 

CAGRODH . ' * ~: 



ATGGGCGCGAGAAACTCCGXUXXGAGAGGGAAAAAAGCAGATGAA.' 

• *•* • ' * ■ • • * „i ' • •;■ V 

TTAGAAAGAAZCAGGTTACGGCCCGGCGGAAAGAAAAAGIACAGG 



CTAAAACATATTGTGTGGGCAGCGAATAAATTGGACAGATTCGGA 
100 • • m . . • 

TTAGCAGAGAGCCTGTTGGAGTCAAAAGAGffGTTGTCAAAAAATT 



CTTACAGTTTTAGATCCAATGGTACCGACAGGTTCAGAAAAXxxA 
.200 . * 

AAAAGTCTTTTTAATACTGTCTGCGTCATTTGGTGCATACACGCA ' 



GAAGAGAAAGTGAAAGATACTGAAGCAGCAAAACAAATAGTGCGC 
. . • 300 

AGACATCTAGTGGCAGAAACAGGAACTGCAGAGAAAATGCCAAGC 



ACAAGTAGACCAACAGCACCATCTAGCGAGAAGGGAGGAAATTAC 
, ; . . . , 400 

CCAGTGCAACATGTAGGCGGCAACTACACCCATATACCGCTGAGX 



C CC C GAAC C C TAAAT GC CTGGGTAAAATTAGTAGAGGAAAAAAAG 
• • • • 

TTCGGGGCAGAAGTAGTGCCAGGATTTCAGGCACTCTCAGAAGGC 
500 • • • • 

TGCACGCCCTATGATATCAACCAAATGCTTAAXXGXGTGGGCGAC 



CATCAAGCAGCCATGCAGATAATCAGGGAGATTATCAATGAGGAA 
• 600 ... • 

GCAGCAGAATGGGATGTGCAACATCCAATACCAGGCCCCTTACCA 



GCGGGGCAGCTXAGAGAGCCAAGGGGATCTGACATAGCAGGGACA 
- • • 700 

ACAAGCACAGT AGAAGAACAGATCCAGTGGATGTTTAGGCCACAA' 
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^TCCTCTACCAGTAGGAAACATCTATAGAAGATGGATCCAGATJL 

CGA.TTGCAGAAGTGTGTCAGGATGTACAACCCGACCAACATCCTA 



CACASAAAACAGGGACCAAAGGAGCCGITCCAAAGCZATGXAGAX 

AGATI CXAC AAAAGCXIGAGGGC AGAACAAACAGAT CCAG CAGX6 
AAGAAXXGGATGACCCAAACACTGCTAGTACAAAATGCCAACCCA 

•GACTGXAAATTAGTGCXAAAAGGACXAGGGAXGAACCCTACCXXA 
IOOO . . 

GAAGAGAT GCXGACCGCCXGXCAGGGGGXAGGIGGGCCAGGCCAG 

AAAGCTAGATXAAXGGCAGAGGCCCTGAAAGAGGXCATAGGACCT 
1100 

- - * * . i 

G C C C C TAT CC C ATX CG CAG C AG C C C AG C AG AGAAAGG C AXXXAAA 



XGCTGGAACTGTGGAAAGGAAGGGCACTCGUUAAGACAA.TGCCGA 

1200 

GCACCTAGAAGGCAGGGCXGCIGGAAGTGXGGXAAGCCAGGACAC 



AXCAXGACAAACXGCCCAGAXAGACAGGCAGGXXTXTIAGGACXG 

1300 

GGCCCXXGGGGAAAGAAGCCCCGCAACXXCCCCGXGGCCCAAGIX 
♦ • . * ! 

CCGCAGGGGCTGACACCAACAGCACCCCCAGTGGAXCCAGCAGIG 
• • * " 

GAT C TA C XG G A GAAAXAX AX G C AG C AAGG G AAAA GA CAG AG AGAG 
1400 • • • 

CAGAGAGAGAGACCATACAAGGAAGTGACAGAGGACTXACXGCAC- 

• • ♦ 

C XC GAGC AGGG GGAGAC AC C AXAC AGGG AG CC AC C AA CAG AG G AC 
t # 1500 . ♦ - • . •*' 

XXGCXGCACCXCAAXICXCXCTXXGGAAAAGACCAG « 
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6 - Retrovirus selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 4 5, caracterise en ce que son ARN genomique 
contient une sequence SDSL en correspondance avec la 
sequence de nucleotides : 

ENVRB 

• A-JGAXGAAXCACCXGCXTAXIGCCAIXIXAXXAGCIAGIGCXXGC . 
TXAGTATAXTGCACCCAAIAIGIAACTGIXXXCTAIGGCGIACCC 

w • * * 

ACGTGGAAAAATGCAACCATTCCCCTCTTTTGTGCAACCACAAAT 
100 • i- 

AGGGATACTTGGGGAACCATACAGTGCTTGCCTGACAATGATGAT 
TATCAGGAAATAACTTTGAATCTAACAGAGGCTTTTGATGCATGG 

AATAATACAGTAACAGAACAAGCAATAGAAGATGTCTGGCATCTA 

*" " * 

' TTCGAGACATCAA1AAAACCATGTGTCAAACTAACACCTTTATGX 

•■. 300 

CTAGCAATGAAATGCAGCAGCACAGAGAGCAGCACAGGGAACAAC 

; • • • 

ACAACCT CAAAG AGC AC AAGC ACAAC C AC AAC C AC ACC CACAG AC 

• • - 40 ° 

CAGGAGCAAGAGATAAGTGAGGATACTCCATGCGCACGCGCAGAC 

AACTGCTCAGGATXGGGAGAGGAAGAAACGATCAAITGCCAGTTC 

«. .. . 

AATATGACAGGATIAGAAAGAGAIAAGAAAAAACAGXATAAIGAA 
500 



ACAT 



GGTACTCAAAAGAXGIGGXTIGIGAGACAAAXAAIAGCACA 



AAXCAGACCCAGXGXXACAXGAACCAXIGCAACACAXCAGTCAIC 
600 • 

ACAGAAXCAXGXGACAAGCACIATIGGGATGCTATAAGGIIXAGA 

TACTGTCCACCACCGGGTTATGCCCTATTAAGATGTAATGATACC 
— 700 

• * 

AAXIAXICAGGCTtXGCACCCAACXGXICXAAAGXAGIAGCXXCT 
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ACAXGCACCAGGAXGAXGGAAACGCAAACIXCCACAXGGXIIGGC 
* - • i • BOO . ' *• 

XXXAAXGGCACXAGAGCAGAGAAXAGAACAXAXAXCXAXXGGCAX 



GGCAGAGAXAAXAGAACXAXCAXGAGCXXAAACAAAXAXXATAAX 
. . • 900 

CXCAGXXXGCAXXGXAAGAGGCCAGGGAAXAAGACAGXGAAACAA 
• • • • • 

AXAAIGCIXATGICAGGACAXGXGXXXCACICCCACXACCAGCCC 



AXCAAXAAAAGACCCAGACAAGCAXGGIGCXGGIXCAAAGGCAAA 
1000 • . - 

XGGAAAGACGCCAIGCAGGAGGXGAAGACCCXIGCAAAACATCCC 



AGGXAXAGAGGAACCAAXGACACAAGGAAXAXXAGCXXXGCAGCG 
1100 

CCAGGAAAAGGCXCAGACCCAGAAGIAGCAIACAXGXGGACTAAC 



TGCAGAGGAGAGXIICXCXACXGCAACAIGACIXGGXXCCXCAAX 

. . 1200 

XGGATAGAGAAXAAGACACACCGCAAXXAXGCACCGXGCCAXAXA 



AAG C AAAX A AXX AA C A CAT GG C AX AAGGXA G G GA G AAAXG XAXAX 

1300 

XXGCCXCCCAGGGAAGGGGAGCXGXCCTGCAACXCAACAGXAACC 
• • • • * 

AGCAIAATTGCXAACATXGACXGGCAAAACAAXAAXCAGACAAAC 



ATTACCTTXAGXGCAGAGGTGGCAGAACTATACAGATTGGAGTXG 
1400 • *• • • 

GCAGAXXAXAAAXXGGXAGAAAXAACACCAAXXGCCXXCGCACCX 
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ACAAAAGAAAAAAGATACTCCTCTGCTCACGGGAGACATACAAGA 
1500V 

GGTGTGTTCGTGCTAGGGTTCTTGGGTTTTCTCGCAACAGCAGGT 



TCTGCAATGGGCGCTCGAGCGTCCCTGACCGTGTCGGCTCAGTCC 

1600 

CGGACTTTACTGGCCGGGATAGTGCAGCAACAGCAACAGCTGTTG 



GACGTGGTCAAGAGAGAACAAGAACTGTTGCGACTGACCGTCTGG 
■ * • 1700 

GGAACGAAAAACCTCCAGGCAAGAGTCACTGCTATAGAGAAGTAC 



CTACAGGACCAGGCGCGGCTAAATTCATGGGGATGTGCGTTTAGA 

1800 

CAAGTCTGCCACACTACTGTACCATGGGTTAATGATTCCTTAGCA 

CCXGACTGGGACAAXATGACGTGGCAGGAATGGGAAAAACAAGTC 

*. - * 

CGCTACCTGGAGGCAAATATCAGTAAAAGXXXAGAACAGGCACAA 
1900 

ATTCAGCAAGAGAAAAATATGTATGAACTACAAAAATTAAATAGC 



TGGGATATTTTTGGCAATTGGTTTGACTTAACCTCCTGGGTCAAG 
2000 . % • 

TATATTCAATATGGAGTGCTTATAATAGTAGCAGTAATAGCTTTA 



AGAATAGTGATATATGTAGTACAAATGTTAAGTAGGCTTAGAAAG 

2100 

GGCTATAGGCCTGTTTTCTCTTCCCCCCCCGGTTATATCCAACAG 



0239425 



76 



AXCCAXAICCACAAGGACCGGGGACAGCCAGCCAACGAAGAAACA 

2200 

GAAGAAGACGGXGGAAGCAACGGXGCAGACAGATACXGGCCCXGG 
• • • • • 

GCGAXAGCAXAXAXACAXXXCCXGAXCCGCCAGCXGAXXCGCCXC 
• • • • 

XIGACCAGACXAXACAGCAXCXGCAGGGACXXACXAXCCAGGAGC 
2300 . • • 

XXCCXGAUUCXCCAACICAXCIACCAGAAXCXCAGAGACXGGCIG 



AGACXTAGAACAGCCXXCIXGCAAXAXGGGXGCGAGXGGAXCCAA 
2400 • ... 

GAAGCAXXCCAGGCCGCCGCGAGGGCXACAAGAGAGACXCXXGCG 



GGCGCGXGCAGGGGCXXGXGGAGGGXAXXGGAACGAAICGGGAGG 

2500 

GGAAXACXCGCGGXXCCAAGAAGGAXCAGACAGGGAGCAGAAAXC 



GCCCXCCXGXGAGGGACGGCAGXAXCAGCAGGGAGACXXXAXGAA 

2600 



XACXCCAXGGAAGGACCCAGCAGCAGAAAGGGAGAAAAAXIXGIA 
C AG G C AA C AA AAX AX GG A 
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7 - Retrovirus selon l'une quelconque des re- 
vendications 1 & 6, caract6ris6 en ce que, pratiquement, 
son ARN n'hybride, ni avec le gene snx et le LTR qui le 
jouxte, plus particulierement avec la sequence de nucleo- 
tides 5290-9130, de HIV-1, ni avec des sequences de la 
region pqI du g6nome de HIV-1, en particulier avec la 
sequence de nucleotides 2170-2240, 

8 - Composition contenant au moins un antig£ne, 
notamment une proteine ou une glycoproteine du retrovirus 
HIV-2, selon l'une quelconque des revendications 1 a 7. 

9 - Composition selon la revendication 8, carac- 
t6ris6e en ce qu'elle consiste en un extrait total ou en 
un lysat du susdit retrovirus. 

10 - Composition selon la revendication 8, carac- 
teris£e en ce que l'antig^ne consiste en au moins l'une 
des prot6ines internes du noyau (core) du susdit virus, 
notamment p12, p16 et p26, ayant respectivement des poids 
mol6culaires apparents de l'ordre de 12.000, 16.000 et 
26.000. 

11 - Composition selon la revendication 8, carac- 
t6ris6e en ce qu'elle contient une glycoproteine, gp140 
ayant un poids mol6culaire apparent de l'ordre de 130.000 
A 140.000. 

12 - Antigdne qui ne produit qu'une seule bande en 
61ectrophorese sur gel de polyacrylamide, caract6rise en 
ce qu'il comporte, en commun avec l'un des antigenes 
purifies du retrovirus HIV-2, un epitope reconnu par le 
s6rum d'un porteur d'anticorps contre le virus HIV-2. 

13 - Antigone purifie ayant les caracteristiques 
immunologiques de l'une des proteines ou glycoproteines 
suivantes de HIV-2 : p12, p16, p26, p36, p42 et gp140. 
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14 - AxrtigSne selon la revendication 13 ayaxrt la 
sequence d • aminoacides ci-apres ou partie de cette se- 
quence des lors qu'elle est reconnue par des anticorps 
airti-p12 : 



¥LrgLysAl*PheLy» 



CyKTrpAsnCyfiGTyty»6TijffIyHxsSefAlaArgCliiCysArg 

r2oo 

AlaProArgArgGlnGlyCysTrpLysCy-sGlyLysProGlyHit 



IleHetThrAsnCyfiProispArsGliiAlaGlyPlieLeoGlyLett 

1300 

GlyProTrpGlyLysLysProArsAsnPheProValAlaGlnVal 



ProGlnGlyLeuThrProThrAlaProProValAspProAlaVal 



As p L^uLeuG luLysTy rHe tG InG InG lyLy s ArgG InArgGlo 

1400 .... 
GlnArgGluArgProlyrLysGluValTlirGluAspLeuLeuEia 

^ • • • 

-LeuGluGlnGlyGluTlixProTyrArgGlttP.roProThrGluAsp- 



r • rsoo . 

LeuLeuHisLeuAsnSerLeuPheGlylysAspGln 
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.15 - Antigene selon la revendication 13 ayant la 
sequence d * aminoacides ci-apres ou une partie de cette 
sequence, des lors qu'elle est reconnue par des anticorps 
anti-p16 : 



HetGlyAlaArgAsnSerValleuArgGlyLysLysAlaAspGlii 
. X.euClaAr8lleArgLenArgPxoeij6lyLysl.y*Ly8TyTArg 

LenLy6EifiIleValTrpAlaAlaA8iiLysl.euABpArfiBhe€ly 

100 . ' - - 

: LeuAlaGluSerLenLeuClttSerLycClBGlyCysGliiLyBlle 

; LettThxValLcuABpProMetValProTlirClyScrGluAsnLeo 

200 . • • 

LysSerLeuPheAsnThxValCysVallleTrirCysIlelliaAla. 

; GluGluLysValLysAspThrGiuGlyAlaLysGlalleValAr* 

300 •> ' 

ArgHiBLeuValAlaGlnThrGlyThrAlaGluLysHetProSer 

# • • • 

ThrSerArgProTlirAlaProSerSerGluLysGlyGlyAsnTyr 

; . . 400 
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16 - Antigene selon la revindication 13 ayant la 
sequence d * aminoacides ci-aprSs ou une partie de cette 
sequence, des lors qu'elle est reconnue par des anticorps 
anti-p26 : 

PxoVa IGlnEisValGlyGlyAsaTyrThxHisIlePxoLeuSer 
BxoArgTBxleiiAsiiAlaTxpValLysLeuValGluGluLysLy» : ' 



PheGlyAlaGluValValPxoGlyPaeGlnAlaLeuSerGliiGly 

500 " \ - # . . . 

CysThxPxoTyrAspIleAsnGliiHetLeiiAsnCysTalGlyAsp 



EisGlnAlaAlaHetGlnllelleAr^GluIlelleAEiiGluGlix 

• €00 # ; # # 

AlaAlaGluTrpAsp ValGlnEisPxoIlePxoGlyPxoLeuPxo - ' 

V • • 

. AlaGlyGlnLeuAxgGluPxoAxgGlySexAspIleAlaGlyThr . 

700 • "t 

ThxSerTlxrValGIuGloGlalleGluIxpHetJPbeArsProGla ' 



AspProValBroValGlyAsxiIlelyrArgArgTrpIleGlnrie/- 

. - *i 

• 800 . . 

GlyLenG Inly s Cy fi 7a lAxgHe t TyxAs nPxo ThxAs al 1 eLen ' 



AspIleLysGlnGlyPxoLysGluPxoPaeGluSexTyxValAsp 

• • • • ♦ 900 

ArgPheTyxLysSexLeuArgAlaGlaGlaTnxAspPxoAlaVal 

*- • « • 

LysAsnTxpHetTnxGlaThxLeuLenValGlnAsnAlaAanPxo . 



AspCyaLysLeuVallenLysGIyLeuGlyHetABnPxoThxLen 

1000 • - ^ . 

GluGluHetLeuThxAlaCyfiGl&GlyValGlyGlyPxoGlyGln 

LysAlaAxgLeuHetAlaGluAlaLeuLi^GluVallleGlyPro 

- 1100 - 
AlaProIlePr PaeAlaAlaAlaGlnGla.. . • 
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17 - Antigone selon la revendication 13 ayant la 
s6quence d ' aminoacides ci-apr6s, d6s lors qu'elle est 
reconnue par des anticorps anti-gp140 : 

EHVEH ' 

UetMetAsnGlnleuLeuIlcAlalleLeuLeuAlaScrAlaCy* 

LeuValTyrCysThrGlnTyrValThrValPheTyrGlyValPro 

ThrTrpLysAcnAlaThrlleProleuPheCysAlalhrArgAsn 
100 

ArgAspThrTrpGlyThrlleGlnCysLeuProAspAsnAspAsp 

TyrGlnGluIleThrLeuAsnValThrGluAlaPheAspAlaTrp 

200 

AsnAsnThrValThrGluGlnAlalleGluAspValTrpHifiLeu 

PheGluThrSerlleLysProCysValLysLeuThrProLeuCya 

300 

ValAlalletLysCysSerSerTbrGluSerSerXhrGlyAsnAsn 

ThrThrSerLyeScrThrSerThrThrThrThrThrProThrAsp 

.400 

GlnGluGlnGluIleSerGluAspThrProCysAIaArgAlaAsp 

AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluThrlleAsnCvsGlnPhe 

• • 

AsnMetThrGlyLeuGluArgAspLysLysLysGlnTyrAsnGla 

500 • 

ThrTrpTyrSerLysAspValValCysGluTbzAsnAsnSerThr 

• • • # 

AsnGlnThrGlnCysTyrHetAsnEisCysAsBThrSerVallle 

. # 600 
ThrGluSerCyBAspLysEisTyrTrpAspAlcIleArgPheArg 

TyrCysAlaProPr GlyTyrAlaLeuLeuArgCysAsnAepThr 

• _ 700 
AsnTyrSerGlyPheAlaProAsnCysSerLysValValAlaSer 
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! ThrCyBThrArgHetMetCluTlirClnThrSerThrTrpPheGly - 

800 

PheAsnGlyThrArgAlaGluAsnArgThrTyrlleTyrTrpHif 

. • • • • 

GlyArgAspAsnArgThrllelleSerLeuAsnLysTyrTyrAsn 

LeuSerieuEi.sCysLysArgProGlyAsnLysTlirValLysGlxi 

• • • • 

IleMetLeuHetScrGlyHisValPbeEisSerEisTyrGlnPro 

• • • • • 

IleAsnLysArgProArgGlaAlaTrpCysTrpPheLysGlyLy* 

1000 

TrpLysAspAlaHetGlnGluValLysThrLeuAlaLysHisPro 

m m • • • 

AxgTyrArgGlyThrAenAspThrArgAsnlleSerPheAlaAla 

1100 . • 

PxoGlyLy sG ly S erAspProG InVa lAlaTy rHe tTrpThrAsn 

• • ♦ • • 

CysArgGlyGluPheLeuTyrCysAsnHetThrTrpPheLeuAsn 

. . 12u0 

TrpIleGluAsnLysThrHisArgAsnTyrAlaProCysHisIle 



LysGlnllelleAsnThrTrpEisLysTalGlyArgAsnValTyr 

1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsaSerThrVfilThr 



SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlnAsnAsBAsnG InThrAsn 



Il-eThx-P-h-e-S-erAlaGl-u-Va-lA-1-aG-liiL.c.ttT-y.rArg.L.eiiG.l.uL.ett. 

1400 • ♦ • • 

GlyAspTyrLysLeuTalGluIleXbrProIleGlyPbeAlaPro 
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ThrLysClaLy'sArgTyrSerSerAiaHisGlyArgHisThrArg 

1500 • 
GlyValPheValLeuGlyPheLeuGlyPheLeuAlaThrAlaGly 

• • • ' 

SerAUKetGlyAlaArgAlaSerLeuTbrValSerAlaGlnSer 

• . 1600 
ArgTnrLeuLeuAlaGlylleValClttGlnGlnGlnGlnLeuleu 

• • • ' 

AapValValLxsArgGlnGlnGluLeuLeuArgLeuThrValTrp 

' . 1700 
GlyThrLysAsnLeuGlnAlaArgValThrAlalleGluLysTyr 

LeuGlnAspGlnAlaArgLeuAsnSerTrpGlyCysAlaPheArg 

• . • • 1800 

GlnValCysHisThrThrValPxoTrpValAsnAspSerLeuAla 

# • 

ProA8pTrpA6pAsnKetThrTrpGlnGUTrpGluL.ysGlnVal 

• • *. . — 

Ar gTyrLeuG lu'Al a'Asnl l'eS erL'y s S erLeuC luG 1'nAl aG in 

lleGlnGlnGloLysAsnMetTyrCluLeuGlnLysLeuAsnSer 

TrpAspIlePheGlyAsnTrpPheAspLeuTbrSerTrpValLys 

2000 • • , 

TyrlleGlnTyrGlyValLeuIlelleValAlaVallleAlaLett 

ArsIleValllcTyrValValGlnlietLeuSerArgLeuArgLys 

2100 

GlyTyrAr«FroValPheSerSerProProGlyTyrIleGlnGln 
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IleEisIleEisLysAspArgGlyGlaProAE^AsnGluGluThr 
GluGluAs pGlyGly S erAsnG lyG lyAspAxgTyrTrpProTrp 
ProIleAlaTyrlleEisPheLenlleArgClnLeiilleArgLett 

LeuTbrArgLeuTyrSerlleCysArgAspLeaLettSerAxgSer 

2300 ♦ • — • 

PheLeuTbrLeuGlnLettIleTyrGlnAsnLeixArgAspTrpL«* 

ArgLeuArgThrAlaPheLeuGlnTyrGlyCysGluTrpIleGln 

2400 • 
GluAlaPbeGlaAlaAlaAlaArgAlaTbrArgGluThrLeuAla 

GlyAlaCysArgGl'yLeuTrpArgValLeuGluArglleGlyArg 
" . 2500 

GlylleLeuAlaValProArgArglleArgGlnGlyAlaGluIle 

AlaLeuLeu*^GlyTbrAla7_alSerAlaM 

2600 

TyrSerHetGIuGlyProSerSerArgLysGlyGluLysPbeVal 

• • * • 

GlnAlaTbrLysTyrGly 
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18 - MSthode pour la ' detection in vitro de la 
presence d' anticorps anti-HIV-2 dans un liquids biolo- 
gique r tel qu'uti s6rum, et plus particulierement pour le 
diagnostic in vitro d'un SLA ou SIDA potentiel ou existant 
dil & un retrovirus du type HIV-2, caracteris6 en ce que 
l'on met en contact un s6rum ou un autre milieu biologique 
provenant de la personne faisant l'objet du diagnostic, 
avec une composition selon I'une quelconque des revendi- 
cations 6 i 11 ou avec un antigdne selon I'une quelconque 
des revendications 12 & 17, et en ce que l'on detecte le 
conjugu6 immunologique eventuellement forme entre ces 
anticorps anti-HIV-2 et l'antigene ou les antigSnes mis en 
oeuvre . 

19 - Methode selon la revendication 18, caract6- 
ris6 en ce que l'on realise la detection dudit conjugud 
immunologique en faisant r6agir le conjugue immunologique 
eventuellement forme avec un r6actif marqu6 form6 soit par 
des anticorps anti-imraunoglobulines humaines, soit par une 
prot6ine A bacterienne et en ce que l'on d6tecte le com- 
plexe forme entre le rSactif et le susdit conjugue 
immunologique . 

20 - Necessaire ou kit pour la detection d'anti- 
corps anti-HIV-2 dans un fluide biologique, notamment d'un 
porteur eventuel de ces anticorps, caract6ris6 en ce qu'il 
comprend : 

- une composition telle que definie dans I'une quelconque 
des revendications 8 k 1 1 ou un antigdne tel que d6f ini 
dans I'une quelconque de revendications 12 i 17, et 

- des moyens pour detecter le conjugue immunologique re- 
sultant de la reaction immunologique entre l'antigene et 
ledit fluide biologique. 

21 - NScessaire ou kit selon la revendication 21, 
caract6ris6 en ce que les moyens pour detecter le conjugue 
immunologique forme comprennent des anti-immunoglobulines 
humaines ou une proteine A et des moyens pour d6tecter le 
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complexe form6 entre les anticorps anti-HIV-2 contenus 
dans le conjugu6 immunologique detect^. 

22 - Composition immunogene contenant une glyco- 
protein d'enveloppe du retrovirus HIV-2, telle que la 
gp140 de ce retrovirus, ou une partie de cette glycopro- 
tein, en association avec un vShicule pharmaceutiquement 
acceptable, approprie k la constitution de vaccins contre 
HIV-2 . 

23 - Composition selon la revendication 22, carac- 
terisSe en ce qu'elle contient au moins une partie 
immunogene d'une glycoprot6ine contenant une ossature 
proteique ayant la sequence suivante : 
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EKVRB 

UetMetABnGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCys 

.LeuValTyrCysThrGlnTyrValThrValPheTyrGlyValPro 

ThrTrpLysAsnAlaThrlleProLeuPfaeCysAlaThrArgAsn. 
100 

ArgAspThrTxpGlyThrlleGlnCyBLeuProAspAsnAspAfip 

TyrGlnGluIlelhrLeuAsuValThrGluAlaPbeAspAlaTrp 

200 . • 

AsnAsnThrValTbrGluGlnAlalleGluAspValTrpHisLeu 

PbeGluThrSerlleLysProCysValLysLeuTbrProLeuCys 

300 

ValAlalletLyBCysSerSerThxGluSerSerThrGlyAsuAsn 

ThrThrSerLyBSerThrSerThrThrThrThrThrProThrAsp 

.400 

GlnGluGlnGluIleSerGluAspTbrProCysAIaArgAlaAsp 

AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluThrlleAsBCvsGltiPhe 

* 

AsnlietThrGlyLeuGluArgAspLysLysLysGlnTyrAsnGlu 

500 • • • 

ThrTrpTyrSerLysAspValValCysGluThrAsixAsiiScrThr 

AsnGlnTbrGlnCyBTyrHetAsnEisCysAsnTbrSerVallle 

. . 600 
TbrGluSerCyBABpLysHisTyrTrpAspAlalleArgPheArg 

• . • • 

TyrCysAlaProProGlyTyrAlaLeuLeuArgCysAsnAspTbr 

_ 700 

AsnTyrSerGlyPbeAleProAsnCysSerLysValValAlaSer 
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TbrCysThrAxsMetKctClttThrGlnXhrSerThrtrpPheCly • 

• * ■ 

800 

PfceAsnGlyThrArgAlaGluAsnArgThrTyrlleTyrTrpEis 

• • • • 

GlyArgAspAsnArgThrllelleSerLetxAsnLysTyrTyrAsn 

.900 

LeuSerteuBdsCysLysArgProGlyAsnLysTfcrValLysGlii 

• • • • 

IleKetLeuHetSerGlyEisValPheBisSerEisTyrGlnPro 

• # • • • 

IleAsnLysArgProArgGluAlaTrpCysTrpPheLysGlyLy* 

1000 

IrpLysAspAlaMetGlnGluValLysThrLeuAlaLysBisPro 

• » • • • 

ArgTyr ArgG lyThrAsnAspThrArgAsnll eS erPheAlaAla 

1100 . . 

FroGlyLysGlySerAspProGlnValAlaTyrHetTrpThrAsa 

• • • • • 

CysArgGlyGluPheLeuTyrCysAsnHetThrTrpPheLeuAsn 

. • liuO 

TrpIleGluAsnLysThrEisArgAsnTyrAlaProCysEisIle 



LysGlnllelleAsnThrTrpEisLysValGlyArgAsnValTyr 

1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsaSerThrValThr 



SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlnAsnAsaAsnG lnThrAsa 



IleThrPheSerAlaGluValAlaGluLeuTyrArgLeuGluLett 

1400 • 
GlyAcpTyrLysLeuValGluIleTfcrProIleGlyPheAlaPro 



89 
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ThrLysCluLysArgTyrSerSerAlaHifiClyArgHisThrArg 
1500 

GlyValPheValLeuGlyPheLeuGlyPheLeuAlaXhrAlaGly 

• • • • 

SerAlaKetGlyAlaArgAlaSerLeuThrValSerAlaCliiSer 

- * 1600 
ArgThrLeuLeuAlaGlylleValGlnGlnGlnGlnGlnLeuLeu 

• * • • 

AspValValLxsArgGlnGlnGluLeuLeuArgLeuXhrValTrp 

. ' 1700 

ClyXhrLysAsoLeuGlnAlaArgValXhrAlaXleGluLysXyr 

* • .* 



LeuGlnAspGlxxAlaArgLeuAanSerXrpGlyCysAlaPheArg 

. • . . 1800 

• GlnValCysRisXhrXhrValProXrpValAsnAspSerLeuAia 

♦ • • • 

ProAspXrpAspAsnHetXhrXrpGlaGluXrpGluLysGlnVal 



ArgXyrLeuC iuA 1 aAsnl 1 eS erL'y s S erLeuG iuG InAi'aG In 
1900 

IleGlnGlnGluLysAsnMetXyrGluLeuGlnLysLeuAsnSer 

• • • • * 

XrpAspXlePheGlyAsnXrpPheAspLeuXhrSerlrpValLys 

2000 

XyrlleGlnXyrGlyValLeuIlelleValAlaVallleAlaLeu 

• • • • • 

ArgXleVallleXyrValValGlnlietLeuSerArgLeuArgLys 

2100 

GlyXyrArgFroValPheSerSerProProGlyXyrlleGlnGln 



90 



0239425 



IleEisIleEisLysAspArgGlyGlnProAlaAsiiGlttGluTlir 

. * . . Z200 

CluGluAspGlyGlySerAsnGlyGlyAspArgTyrTrpProTrp 



ProIleAlaTyrlleHisPheLeuIleArgGlnLeuIleArgLett 



LeuThrArgLenTyrSerlleCysArgAspLeuLeuSerAxgScr 

2300 » • • 

PheLeuThrLeuGInLettlleTyrGlnAsnLeuArgAspTrpLe* 



ArgLeuArgThrAlaPheleuGlnTyrGlyCysGlttTrpIlcGln 

2400 . 
GluAlaPheGlnAlaAlaAlaArgAlaThrArgGluThrLeuAla 



GlyAlaCysArgGlyLeuTrpArgValLeuGluArglleGlyArg 

2500 

GlylleLeuAlaValProArgArglleArgGlnGlyAlaCluIle 

« • • • 

AlaLettLe a»**G l yThrAlaValSerAlaGlyArgLettTyrGlii 



2600 

TyrSerHetGluGlyProSerSerArgLysGlyGloLysPbeVal 

•> • « • 

GlnAlaThrLysTyrGly 
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24 - Composition immunogdne selon la revendication 
22 ou la revendication 23, caract£ris6e en ce qu'elle est 
dos6e en antigene de facon 4 permettre 1 • administration 
d'une dose unitaire de 10 & 500, notamment de 50 & 100 
microgrammes par kilogramme de corps. 

25 - Anticorps monoclonal caract6ris6 par sa ca- 
pacity & reconnaitre spficif iquement l'un des antigSnes 
conformes & l'une quelconque des revendications 14 & 17. 

26 - Les hybridomes secrfiteurs de 1' anticorps 
monoclonal selon la revendication 25. 

27 - Acide nucleique, le cas 6ch6ant marquS, 
d6riv6 d'une partie au moins de I'ARN du virus HIV-2 ou de 
l'un de ses variants. 

28 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
contenant une partie au moins de I'ADNc correspondant k 
I'ARN g6nomique entier d'un r6trovirus HIV-2. 

29 - Acide nucl6ique selon la revendication 27, 
caract6ris6 en ce qu'il contient la sequence de nucleo- 
tides : 

GTGGAAGGCGAGACTGAAAGC1UU3AG 

GAACAGCTATACTTGGTCAGGGCAOT 

ACTGCAGGGACTTTCCAGAAGGGGCTGTAACCAA 
* GAGCTGGTGGGGAACGCC^^ 
" CATTCTAOT 

GATCTCTC^ 

;"CCAG^CTTGGCCGGTGC^ 
. ; ACCTlCCTTAATAAAGCrGCAGn^ 
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30 - Acide nucl&ique selon la revendication 27, 
caract6rise en ce qu'il contient une sequence nucleoti- 
dique codant pour une par tie au moins de la sequence 
d ' aminoacides indiqufie ci-apr6s : 



. GAGR0D1I 



HetGlyAlaArgAsnSerValLeuArgGlyLysLysAlaAspGlu^ 



LeuGluArglleArgLeoArgProGlyGlyLysLysLysTyrArg 



LeuLysEisIleValTrpAlaAlaAaiiLj'sLeuAspArgPlieGly 

loo . \ 

LeuAlaGluSerLeuLeuGluSexLysGLuGlyCysGlnLysIle 



LeuThrValLeuAspProHetValProThrGlySerGluAsnLeu 

* - . — i 

200 * 
LysSerLeuPheAsnThrValCysVallleTrpGysIleEisAla 



GluGluLysValLysAspXhrGluGlyAlaLysGltilleValArg 

300 

ArgHisLeuValAlaGluXhrGlyXhrAlaGluLysHetProSer 



XhrSerArgProXarAlaProSerSerGluLysGlyGlyAsuXyr 



l ~. ~. 400 

ProValGlnHisValGlyGlyAsnXyrXhrHisIleProLeuSer 



ProArgXhrLeuAsnAlaXrpValLysLeuValGluGluLysLys 



PheGlyAlaGluValValProGlyPheGlnAlaLeuSerGluGly 

500 . 
CysXhrProXyrAspIleAsnGlnMetLeuAsaCys ValGlyAsp 



HisGlnAlaAlaHetGluIlelleArgGluIIelleAsnGluGIu 

... — , 

• 600 * * 

AlaAlaGluXrpAspValGlnHisPrblleProGlyProLeuPro 



AlaGlyGlnLeuArgGluProArgGlySerAspIleAlaGlyXhr 

700 . • 

t XhrSerXhrValGluGluGlnlleGlnXrpHetPheArgProGln 
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AeaPro TvaiP.roVal61yAiBlleTyrArgAtgTrplTeClnli«~ 

. • . '800 
GlyLeuGlnLysCysValArgMetTyrAsnProThrAsnlleLeu 

t 

• • • 

AspIleLysGlnGlyProLysGluProPheGlnSerTyrValAsp 

• * • . • 900 

ArgPheTyrLysSerLeuArgAlaGluGlaThrAspProAlaVal 

i 

I •* • • • 

LysAsnTrpHetTbrGlnThrLeuLeoValGlnAsnAlaAsnPro 

AspCysLysLeuValLeuLysGlyleuGlyMetAsnProThrLeu 

1000 . 
GluGluKetLeuThrAlaCysGlnGlyValGlyGlyProGlyGln 

LysAlaArgLeuHetAlaGluAlaLeuLysGluVallleGlyPro 
1100 

AlaProIleProPheAlaAlaAlaGlnGlnArgLysAlaPheLys 

| - 

i • . • * • • 

; CysTrpAsnCysGlyLysGluGlyHisSerAlaArgGlnCysArg 

' • . 1200 

• AlaProArgArgGlnGlyCysTrpLysCy-sGlyLysProGlyHis 

IlelletXhrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyLeu 

1300 

GlyProTrpGlyLysLysProArgAsnPheProValAlaGlnVal 

ProGlnGlyLeuThrProThrAlaProProValAspProAlaVal 

» • • • 

AspLeuLeuGluLysTyrMetGlnGlnGlyLysArgGlnArgGlu 

1400 • 
GlnArgGluArgProTyrLysGluValThrGluAspLeuLeuHis 

* • • • 

LeuGluGlnGlyGluThrProTyrArgGluPr ProThrGluAsp 

rsoo 

LeuLeuHisLeuAsnSerLeuPtaeGlyLysAspGln 
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31 - Acide nucl6ique selon la revindication 27 , 
caract6ris£ en ce qu'xl contient une sequence nucl6oti- 
dique codan-t pour une par-tie au moins de la sequence 
d ' aminoacides indiqufee ci-apr&s : 



ArgLysAlaPheLys 



CysTrpAsnCys"GlyLy"s6I^61yffrsy«AlaArgGliiCysArg 

• 1200 

AlaProArgArgGlnGlyCysXrpLysCy-sGlyLysProGlyHis 



IleMetXhrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyl-eu 

1300 

GlyProIrpGlyLysLysProArgAsnPheProValAlaGlnVal 



ProGlnGlyLeuThrProThrAlaProProValAspProAlaVal 



AspL.euLeuGluLysTyr£XetGlnGlnGlyLysArgGlnArgGlu 

1400 . 
GlnArgGluArgProTyrLysGluValThrGluAspLeuLeuHis 



LeuGluGlnGlyGluThrProTyrArgGluProProThrGluAsp 

< ' . rsoo . 

" LeuLeuEisLeuAsnSerLeuPheGlyLysAspGln 



30 



35 
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32 - Acide nuclfiique selon la revendication 27, 
caract6ris6 en ce qu'il contient une sfiquence nucl6oti- 
dique codant pour une partie au moins de la s6quence 
d 1 aninoacides indiqu6e ci-aprSs : 

I HetGlyAlaArgAsnSerValLeuArgGlyLysLysAlaAspGlu 

i ....... . 

. LcuGlaArglleArgLeiiArgProGljGlyLysLysLysTyrArg 

LeuLysHisIleValTrpAlaAlaAsnLysLeuAspArgPlieGly 

100 • " * . • 

LeuAlaGluSerLettLeuGlttSertycGluGlyCysGlnLysIle 

• • • * * * 

LeuThrValLeuAspProMetValProXhrGlySerGlttAanLeu 

200 -.• - 

LysSerLeuPheAsnThrValCysValIleTrp<:ysIleEisAla 

. .... • » 

GluGluLysValLysAspThrGluGlyAlaLysGlnlleValArg 

ArgHisLeuValAlaGluThrGlyThrAlaGluLysHetProSer 

• • •'• • • • • ' 

ThrSerArgProThrAlaProSerSerGluLysGlyGlyAsnTyr 

400 
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33 - Acide nucl6ique selon la revendication 27, 
caract6ris6 en ce qu'il contient une sequence nucldoti- 
dique codant pour une partie au moins de la sequence 
d ' aminoacides indiqufie ci-aprds : 

ProValClnHisValClySlyJLBaTyrTferHisIleProLettfier 
ProArgTixLctii.snA.laTrpValLysLeuValGloGluLysLys* 



PbeGlyAlaGlnVaiValProClyPheGlnAlaLettSerGlxxGly 

500. • • * • 

CyBlhrProXyxAspIleAsBGlaHetLeuAsnCysValGlyAsp 

EisGlnAlaAlaHetGlallelleArgClallelleAsnGluGltt 
ffOO • : • 

AlaAlaGluXrpAspValGlnHisPxbllePxoClyProLeuPro 



AiaGlyGlnLeuArsGluPxoArsGlySerAspIleAlaGlyThr 

. . 706 

XlirSerXbxValGluGliiGlalleGliiXrpHetPbeATgPxoGltt 



AsiiProValProValGlyAaalleXyrArRArgXrpIleGliiIla- 

_ - - sio . 



GlyLeuGlnLysCy*ValAxgMetXyxAsaPxoXhxAsaIleLeii 

AspIleLysGlnGlyPxoLysGluPxoPheGlxiSexTyrValAsp 

".. . • 900 

ArgPheXyrLysSerLeuArgAlaGluGlkXhrAspProAlaVai 

«. • • •* 

LysAsnTrpMetXlirGlaXhrLeuLeuValGlxiAsBA"laABnPro . 

• • . • • • 

AspCysLysLeuValLeuLysGlyLeuGlyHetAsnProXhrleii 

1000 • •> • 

G luG luMe tLeuXhr AlaCy sG InG ly ValG lyG lyProG lyG la 

• • • • 

LysAlaArgLcuMetAlaGluAlaLettLyfeGlBVallleGlyPro 

_ ' 1100 " . 

AlaProXleProPtieAlaAlaAlaGl&Gl& 
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34 - Acide nuclfiique selon la revendication 27, 
caract6ris6 en ce qu'il contient une s6quence nuclSoti- 
dique codant pour une partie au moins de la sequence 
d'aminoacides indiqu^e ci-aprds : 
BHVRI 

HetHetAsnGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCys 

• • * • 

Leu Va lXy rCy sXhrG laXy r Va IThrVa IP h eTy rG ly Va lPro 

• • • • • * 

XhrXrpLysAsnAlaXhrlleProLeuPheCysAlaXhrArgAsn 

100 . . • 

ArgAspIhrlrpGlyXhrlleGlnCysLeuProAspAsnAspAsp 

• • • • • 

XyrGlnGluIlelhrLeuAsnVallhrGluAlaPheAspAlalrp 

200 

AsnABnThrValThrGluGlnAlalleGluAspValTrpHisLeu 

PheGluXhrSerlleLysPxoCysValLysLeuIhrProLeuCys 

300 

ValAlalletLysCyaSerSerThrGluSerSerThrGlyAfinAsn 

• • • • • 

ThrThrSerLyBSerThrSerThrThrThrThrThrProThrAsp 

400 

GlnGluGlnGluIleSerGluAspXhrProCysAIaArgAlaABP 

• • • • • 

AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluThrlleAsnCysG InPhe 

• • • • 

AsnHetXhrGlyLeuGluArgAspLyBLysLysGlnlyrAsnGlu 

500 • *""• 

ThrXrpXyrSerLysAspValValCysGluIbrAsnAsnSerXhr 

• • • • 

AsnGlnXhrGlnCysXyrKetAsnEisCysAsnXhrSerVallle 

. • 600 
ThrGluSerCysAspLysEisXyrTrpAspAlalleArgPheArg 

• *""* ".• • • 
TyrCysAlaProProGlyXyrAlaLeuLeuArgCysAsnAspXhr 

^ 700 

AanTyrSerClyPhcAlaProAsnCysSerLytValValAlaSer 
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ThrCysThrArgMetHe tGluThrC InThrSerThrTrpPkeG ly - 

800 

PheAsnGLyThrArgAlaGluAsnArsThrlyrlleTyrTrpEij 

• . . • • * 
GlyArgAspAsnArgThrllelleSerLeuAsnLysTyrTyxAsn 

LeuS^r-LeuEi.sCysLysArgProGlyAsnLysThrValLysGln 

• • • • 

IleMetLeuMetScrGlyHisValPheHisSerEisTyrGlnPra- 

• • • • * 

IleAanLysArgProArgGlnAlaTrpCysTrpPheLysGlyLy* 

1O0O . 
TrpLysAcpAlaMetGlnGlttValLysThrLeuAlaLysHisPro 

• • • • • 

ArgTyxArgGlyThrAsnAspTbrArgAsnlleSerPheAlaAla 

1100 

ProGlyLysGlySerAspProGlnValAlaTyrKetTrpThrAsn 

• • * • • 

CysArgGlyGluPheLeuTyrCysAsnHetThrTrpPheLeuAsn * 

I2u0 

TrpIleGlixAsnLysThrBisArgAsiiTyrAlaProCysEisIl* 

• • • • * - 

LysGlnllelleAsnThrTrpElsLysValGlyArgAsnValTyr 

1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnSerThrValThr 

SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlnAsnAsiiAsiiGlnThrAsa 

• • • • 

IleThrPheSerAlaGlu¥alAlaGluLeuTyrArgLeuGluLe« 

1400 ...» 
GlyAspTyrLysLeuValGluIleThrProIleGlyPheAlaPr* 
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TbrLysGluL^niTyrSerSerAlaHisciyArgBisThrArg 

1500 • * 

GlyValPbeValLeuGlyPbeLeuGlyPheLeuAlaTbrAlaGly* 

# . • • 

SerAlaKetGlyAlaArgAlaSerLeuTbrValSerAlaGlnSer 

• . 1600 
ArgTb rLeuLeuAlaG lyll eValG InG InG InG loG InLeuLeu 

AspValValLxsArgGlnGlnGluLeuLeuArgLeuThrValTrp 

. * 1700 

GlyTbrLysAsnLeuGlnAlaArgValThrAlalleGluLyBTyx 

LeuGlnAspGlnAlaArgLeuAsnSerTrpGlyCysAlaPbeArg 

1800 

GlnValCysHisTbrTbrValProTrpValAsnAspSerLeuAla 

. • • 

ProAspTrpAspAsnHetThrTrpGlnGluTrpGluLysGlnVal 

• • • -— 

AigTyrL'etlGlu'A'l aAsnl 1 eSerLy s Se'rLeuG lu'GfnAl aG In 

IleGlnGlScioLysAsnMetTyrGluLeuGliiLysLeuAsnSer 

• • • 

TrpAspIlePheGlyAsnlrpPheAspLeuThrSerTrpValLys 

2000 • • , 

TyrlleGlnTyrGlyValLeuIlelleValAlaVallleAlaLeu 

ArglieVallleTyrValValGlnHetLeuSerArgLeuArgLys 

2100 

GlyTyrArgProValPbeSerSerProProGlyTyrlleGlnGln 
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IlcEisIleEisLysAspIrgGlyGlnProAiaAsnCluGluTlir 

GluGluAspGlyGlySerAsnGlyGlyAspArgTyrTrpProTrp 

• • • • • 

ProIlcAlaTyrlleEisPheLeuIleArgGlnLeuIleArgLett 

• • • • 

LeuThxArgLeuTyrSerlleCysArgAspLeuLeuSerArgSer 

2300 . 
PheLeuThrLeuGlnLeuIleTyrGlnAsnLeuArgAspTrpL.fitt 

• • • • 

ArgLeuArgThrAlaPheLeuGlnTyrGlyCysGluTrpIleGI.il 

2400 

GluAlaPheGlnAlaAlaAlaArgAlaThrArgGluThrLeuAla 

• • • •• 

GlyAlaCysArgGiyLeuTrpArgValLeuGluArglleGlyArg 

2500 

GlylleLeuAlaYalProArgArglleArgGlnGlyAlaGluIle 

- ■ ' ♦ • • 

AlaLettLcu***GlyThrAlaValSerAlaGlyArgLeuTyrGltt 

2600 

TyrSerHetGluGlyProSerSerArgLysGlyGluLysPheVal 

• • • • 

GlnAlaThrLysTyrGly 
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35 - Acide nucleique selon l'une quelconque des 
revendications 28 & 34', caract6ris6 en ce qu'il est forme 
d'un acide nucleique recombinant, comprenant un acide 
nucleique provenant d'un vecteur, dans lequel le susdit 
ADNc ou partie d'ADNc se trouve ins6r6. 

36 - Acide nucleique recombinant selon la reven- 
dication 35, caracterise en ce qu'il est marqu6. 

37 - Procede de detection d'un retrovirus HIV-2 ou 
de son ARN dans un liquide ou tissu biologique, notamment 
en vue du diagnostic An vitro chez 1'homme de la potentia- 
lity ou de 1' existence d'un SLA ou d'un SIDA, caracterise 
par la mise en contact des acides nucl6iques contenus dans 
ce liquide ou tissu biologique avec une sonde contenant un 
acide nucleique selon l'une quelconque des revendications 
28 & 36 dans des conditions d 'hybridation stringentes, 
pendant le temps nScessaire & la realisation de cette * 
hybridation, le lavage de l'hybride forme, avec une 
solution assurant la conservation de ces conditions 
stringentes, et la detection de l'hybride forme. 

38 - Procede de production d'un retrovirus HIV-2, 
caracterise par la culture dans des lymphocytes T4 humains 
ou dans des lign6es cellulaires permanentes d6riv6es de 
lymphocytes T4 et portant le ph6notype T4 , ces lymphocytes 
ou ces lignees ayant prealablement 6te infectes avec un 
isolat de virus HIV-2, et notamment lorsgue le niveau 
d' activity de la transcriptase inverse (ou reverse-trans- 
criptase) a atteint un seuil determine, par la recupera- 
tion et la purification de quantites de virus liber6es 
dans le milieu de culture de ces lymphocytes ou lign6es, 
notamment par centrif ugation dif f erentielle dans un gra- 
dient de sucrose ou de m6trizamide. 

39 - Procede pour la production d'antigenes spe- 
cif iques de HIV-2, retrovirus caracterise par la lyse, 
notamment & I'aide de detergents, tels que le SDS (par 
exemple SDS £ 0,1 % dans un tampon RIPA) et la recupera- 
tion du lysat contenant lesdits antigenes. 
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40 - ProcedS de fabrication de I'une des prolines 
sus-definies (p12 r P16 ou p26) ou d'une protfeine ayant la 
structure de gp140 r ou de parties d&terminfees de ces pro- 
lines , ce proc6d6 frtant caract6ris6 par l f insertion de la 
sequence d^acide nucl6ique correspondante dans un vecteur 
susceptible de transformer un hdte cellulaire choisi et de 
permettre 1" expression d'un insSrat contenu dans ce vec- 
teur, par la transformation de cet hdte choisi par ledit 
vecteur contenant ladite sequence nuclSique, par la cul- 
ture de l'hdte cellulaire transform^ et par la recupe- 
ration et la purification de la prot€ine exprimSe. 

41 - Precede de production d'une sonde d' hybrida- 
tion pour la detection d'un ARN de retrovirus HIV-2, ca- 
ract6ris6 par 1' insertion d'une sequence d'ADN, notamment 
selon I 1 line quelconque des revendications 27 & 35 dans un 
vecteur de clonage par recombinaison in vjLtro , par le 
clonage du vecteur modifie obtenu dans un h6te cellulaire 
competent et par la recuperation des ADN-recombinants 
obtenus . 
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HIV.2 AGTA'A CTA ACAGA A ACAGCT6 AGACTG C A666ACITTCCAGAAGG66CT6 

Hint s : i : : : : •* : : : ! : *• : 

HIV.1 AGT-ACTTCAAGAACTGCTDACAT C-CAG CTTGC TACAA6GGA CTT TCCGCT GG G GACTT 
9000 9010 9020" 9030 9040 

HIV.2 TAACCAA GGGAG6GACATGGGAG 6A6CTGGTGGGGAACGCCTC 

J ••• ••*••••• • • | • • m i w • I % • Z 

HIV.1 T — tC AG6 GAGGCGT6CCC T6G6 CGG GACTGGG GA6TGGC6AGC CCTC 

90S0 9060 9070 9000 9090 

HIV.2 AT ATT CTCTGlTAT AAAlTATACCCG CTGCTTGCATT6T ACTTCAGT CGCT CT 6CGGAG AGG 



AT AT T CTCTGITAT AAAITATA CC 
A6ATG— C t GC AlTAT AAGlC AGC 



• • • • 



HIV.1 AGATG — CTGCATiATAASICACCTGCTTTT T6CC-TGTACT66-GT CT CTCTGGT TAOAC- 
9100 ill II 91 20 91 30 4 9140 

U3 lR 

HIV.2 CT GG CAGATT6AG CCCTGGGAGGTTCTCT CCAGCACTAGCAGGTAGAGCC TGGGT 6TCCC 

•••••••• »|»t» • 

HIV.1 CAGAT f T6 AGCC t GGGAG C-f CT cf 6G CTAACTAGGGAA CCCAC 

91 50 9160 91 70 91 80 9190 

HIV.2 TCCTAGACTCTCACCACCACTTGCCCGGTGCTG6GCAGACGGCCCCACGCTTGCTTCCTT 

■ • • * • 

HIV.1 TGCTT 



HIV.2 AAAAACC T CCTT AAT AAAGCT-GCC — AGTAGAAOCA 
HIV.1 AAG CCT flAATAAA 



TAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAA. 
HH 9220 pt 
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